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RESUMO

Ocotea catharinensis Mez. (Lauraceae) € uma arvore nativa da Floresta
Atlantica, localizada no sul do Brasil, que se encontra atualmente na
lista de espécies ameacadas de extingdo, devido a importancia
econdmica da madeira, que é utilizada na fabricacdo de moveis e casas.
Um sistema de embriogénese somatica de alta frequéncia foi
desenvolvido para esta espécie, a fim de solucionar o problema da
producdo esporadica de sementes, cuja viabilidade é reduzida
drasticamente apds poucos meses de armazenamento. Os objetivos deste
trabalho foram caracterizar as culturas de células embriogénicas dos
tipos friavel, diferenciada 1 e diferenciada 2 e de embrides somaticos no
estagio cotiledonar de Ocotea catharinensis quanto ao crescimento,
perfil metabdlico, metabolitos secundarios, potencial de embriogénese
secundaria e histoquimica. A analise de dissimilacdo de carbono
apresentou um padréo linear para as culturas de células embriogénicas
do tipo diferenciada 2 crescidas em meio de cultura com sacarose,
enquanto com glucose o padrdo foi varidvel. A espectroscopia por FT-
IR deste tipo de cultura permitiu comparar o perfil metab6lico primario
e secundério dos extratos, evidenciando diferencas qualitativas em nivel
molecular. A andlise de componentes principais (PCA) de varreduras
UV-Vis, evidenciou grupos caracteristicos em funcéo das concentragdes
de compostos fendlicos. Estes resultados reforgaram os obtidos nas
dosagens de carotenoides e compostos fenolicos. As culturas de células
embriogénicas do tipo diferenciada 2 apresentaram as maiores
concentracdes de carotendides, enquanto que 0s embrides somaticos, no
estagio cotiledonar, apresentaram a maior concentracdo de compostos
fendlicos. Culturas de células embriogénicas do tipo diferenciada 2,
crescidas por 3 e 4 semanas apresentaram maior concentragdo de
carotendides mas as concentraces de compostos fendlicos se
mantiveram constantes nas 6 semanas de cultivo. As culturas de células
crescidas em meio de cultura WPM com 58,4 mM de sacarose e
glutamina apresentaram a maior concentracdo de carotendides, e
juntamente com 116,8 mM de glucose e glutamina, a maior
concentracdo de compostos fendlicos. Houve forte correlacdo entre a
concentragdo de compostos fendlicos e atividade antioxidante ao longo
das semanas de cultivo. A capacidade antioxidante dos diferentes tipos
de culturas de células ndo apresentou correlagdo com a concentragdo de
compostos fenolicos. Estruturas de culturas de células embriogénicas do
tipo 2 desidratadas por uma semana apresentaram 98,35% de
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embriogénese secundaria e por duas semanas apresentaram 88,66%. A
embriogénese secundaria foi estimulada em meio de cultura WPM, com
58,4 mM de sacarose e 116,8 mM de glucose, ambos com sorbitol e
glutamina, apresentando as maiores porcentagens de embriogénese
secundéria (88,66% e 83,97%, respectivamente). A adicéo de frutose no
meio de cultura inibiu a embriogénese secundaria. O meio de cultura
MS néo apresentou resultados satisfatorios. Estruturas de culturas de
células embriogénicas desidratadas por 2 semanas a 25°C, seguido de 2
semanas a 5°C, apresentaram maior porcentagem de embriogénese
secundaria, quando comparadas com as desidratadas por 4 semanas a
25°C. A auséncia de luz reduziu significativamente a embriogénese
secundéria. A avaliagdo do crescimento das culturas de células
embriogénicas e a analise de metabdlitos primarios e secundarios,
através de espectroscopia de UV-vis e FT-IR, fornecem suporte para a
otimizagcdo das culturas de células embriogénicas, identificacdo e
selecdo de diferentes tipos de culturas de células com potencial para a
producdo de compostos de interesse.
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ABSTRACT

Ocotea catharinensis Mez. (Lauraceae) is a native tree from the Atlantic
rainforest located in southern Brazil, and it is currently on the list of
species threatened with extinction due to its economic importance, its
wood is used for furniture and houses. A high-frequency somatic
embryogenesis system has been developed for this species in order to
solve the problem of sporadic seed production, whose viability is
drastically reduced over a few months of storage. The aims of this study
was to characterize the different types of embryogenic cell cultures
(friable, differentiated 1, differentiated 2) and mature cotyledonary
somatic embryos of Ocotea catharinensis concerning its in vitro growth,
metabolic profile, secondary metabolites, secondary embryogenesis
potential and hystochemistry. The FT-IR spectroscopy and UV-vis
spectrophotomery allowed the comparison of the primary and secondary
metabolism profiles, showing qualitatives differences at molecular level.
The analysis of this kind of culture allowed compares the primary and
secondary metabolic profile of extracts, showing qualitative
differences at the molecular level. FT-IR spectroscopy and UV-Vis
spectrophotometry, showed the profile of phenolic compounds and
carotenoids and the antioxidant activity from these extracts. The effect
of dehydration period, low temperature, presence and absence of light
source, sugar alcohols and carbon sources on secondary somatic
embryogenesis.The carbon dissimilation analysis showed a linear
pattern to somatic embryos growth in the presence of sucrose, while
with glucose, the pattern is variable. FTIR spectroscopy allowed the
comparison between primary and secondary metabolic profile extracts,
and showed qualitative differences at molecular level. The principal
component analysis (PCA) of UV-Vis screen showed characteristic
groups, which were grouped due to the concentrations of phenolic
compounds. These results strengthened those obtained in the
measurement of carotenoids and phenolic compounds. The embryogenic
cell cultures type differentiated 2 had the highest concentrations of
carotenoids, while somatic embryos at cotyledonary stage the highest
concentration of phenolic compounds. Embriogenic cell cultures type
differentiated 2, with 3 and 4 weeks had higher carotenoid
concentration, whilst, phenolic compounds concentrations remained
constant during the six weeks of culture. The cell cultures grown on
WPM medium containing 58,4 mM of sucrose and glutamine had the
highest concentration of carotenoids, and along with 116,8 mM glucose
and glutamine had the highest concentration of phenolic compounds.
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There was a strong correlation between the concentration of phenolic
compounds and antioxidant activity over the culture periods. The
concentration of phenolic compounds was not correlated with the
antioxidant capacity of the different types of embryogenic cell cultures.
Dehydrated embryogenic structures produced by the cell cultures type
differentiated 2 for one week showed 98.35% of secondary
embryogenesis and two weeks showed 88,66%. WPM media
supplemented with 58,4 mM of sucrose and 116,8 mM of glucose, both
with sorbitol and glutamina, showed the highest percentage of
secondary embryogenesis (88,66% and 83,97% respectively). The
addition of fructose in the culture medium inhibited secondary
embryogenesis. MS medium has not shown satisfactory results on
secondary embryogenesis. Embryogenic structures dehydrated for 2
weeks at 25°C, followed by 2 weeks at 5°C, showed the highest
percentage of secondary embryogenesis when compared to those
dehydrated for 4 weeks at 25°C.The absence of light significantly
decreased secondary embryogenesis. The evaluation of growth of
somatic embryos, primary and secondary metabolites analysis through
the UV-vis and FT-IR spectroscopy, provide the backgroung for further
studies on embryogenic cell cultures optimization, identification and
selection of cultures with potential to produce compounds of economic
interest.



1. INTRODUCAO

No Brasil encontra-se a maior diversidade vegetal do mundo,
apresentando cerca de 55.000 espécies catalogadas, sendo este nlimero
pouco relacionado ao total estimado de 350.000 e 550.000 (Soerjato,
1996). Onde cerca de 7% das espécies sdo endémicas do nosso pais.
Grande parte dessas espécies encontra-se nas florestas ombrofilas
densas, repesentadas pela Floresta Amazbnica e Floresta Atlantica
(Diniz & Ferreira, 2000).

Tabarelli e Cavalcanti (2004) descreveram as florestas
Amazonica e Atlantica como sendo mosaicos vegetacionais, que
guardam entre si certas similaridade e grandes particularidades. A
floresta Amazonica apresenta grande riqueza de arvores, principalmente
familias que possuem nas florestas neotropicais de terras baixas, seus
centros  principais de  diversidade, como  Leguminosae,
Chrysobalanaceae, Moraceae, Sapotaceae e Euphorbiaceae (Gentry,
1882; Gentry, 1990). Em contraste com a floresta Amazonica, a floresta
Atlantica apresenta riqueza elevada de pequenas arvores e arbustos
pertencentes as Myrtaceae, Rubiaceae, Melastomataceae e Myrsinaceae
(Mori et al., 1983; Tabarelli & Mantovani, 1999), familias com maior
riqueza de espécies nas florestas neotropicais montanas (Gentry, 1982,
1988, 1990). Embora constituam dois corpos vegetacionais
geograficamente separados, evidéncias sugerem o intercambio de
espécies lenhosas entre as florestas Amazdnica e Atlantica no decorrer
do tempo geoldgico (Prance, 1979, 1982).

A Mata Atlantica é conhecida por ser o bioma mais rico do
planeta, apresentando um conjunto de ecossistemas interligados, numa
variedade de formac6es que compreendem diferentes tipos de florestas,
manguezais, restingas, brejos interioranos, campos de altitude e ilhas
costeiras, abrigando também ecossistemas aquaticos, sendo que 95% de
sua extensdo esta em territdrio brasileiro e o restante na Argentina e
Paraguai (Conservation International et al., 2000). Sua area original
cobria 17 estados brasileiros, do Piaui ao Rio Grande do Sul, cerca de
1.315.000 Km. A Mata Atlantica abriga tanto comunidades tradicionais,
como algumas das maiores cidades, como Sdo Paulo, Rio de Janeiro,
Recife, Curitiba e Floriandpolis, sendo que, cerca de 60% da populagéo
brasileira vivem e dependem dos recursos naturais deste bioma. Neste
contexto, o impacto da exploragdo humana é responsavel pela
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devastacdo de 93% da cobertura florestal original da Mata Atlantica
(SOS Mata Atléantica, 2010).

A canela preta (Ocotea catharinensis Mez.) é uma espécie
nativa da Floresta Atlantica que vem sofrendo com a fragmentacdo das
florestas. Segundo o Ministério do Meio Ambiente (2008) esta espécie
consta na lista oficial das espécies da flora brasileira ameacadas de
extincdo. A importancia econémica desta espécie esta relacionada com a
producdo de madeira (serrada e rolica), producdo de Gleos essenciais e
de lignanas e neolignanas, que sdo compostos biologicamente ativos
com efeito citotdxico em células tumorais (Lordello, 1996). A
necessidade de desenvolvimento de métodos ndo convencionais para a
propagacdo e conservacdo desta espécie é decorrente do fato das
sementes serem produzidas esporadicamente e possuirem viabilidade
reduzida (trés meses). Além disso, apesar das sementes nao apresentam
dorméncia e a emergéncia inicia-se entre 30 e 120 dias apls a
semeadura, obtendo-se uma taxa de germinagdo baixa, que varia entre
40% e 70% (Carvalho, 1994; Lorenzi, 1998).

Um dos aspectos mais criticos na producdo de plantas
medicinais, principalmente de arvores, para a utilizacdo terapéutica é,
sem divida, a quantidade e a qualidade da matéria-prima vegetal. Em
muitos casos ha a auséncia de estudos fitoquimicos e farmacoldgicos
aprofundados, devido a dificuldade de obtencdo de material vegetal,
devido a raridade e baixa frequéncia de ocorréncia da espécie nas
florestas, localizagdo de dificil acesso e ocorréncia em ecossistemas
ameacados de extingdo (Viana et al., 1999). Além disso, varios fatores
climaticos afetam diretamente a qualidade, a eficacia e a seguranca do
produto final. Para evitar tais problemas, e, sobretudo, evitar o
extrativismo descontrolado, as industrias vém atuando no sentido de
aumentar a quantidade e melhorar a qualidade dessa matéria-prima,
através do cultivo de plantas medicinais, em larga escala, em diferentes
modelos de producdo. Além de poder eliminar varia¢cdes oriundas de
fatores como o clima, nutrientes e luminosidade, a produgdo em larga
escala de plantas permite selecionar espécies com maior concentra¢éo
de metabdlitos de interesse, controlar pragas, ou ainda o que €
fundamental, evitar a contaminacdo por metais pesados, inseticidas e
outros fatores que podem influenciar a eficacia e seguranga clinica dos
medicamentos fitoterapicos (Siani, 2003). Neste contexto a
biotecnologia vegetal também pode oferecer ferramentas, ndo apenas
para o desenvolvimento de métodos eficientes para a propagacdo e
conservagdo de germoplasma das espécies de arvores de importancia
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medicinal, como a Ocotea catharinensis, como também para viabilizar a
producdo dos metabolitos secundarios de interesse, através do cultivo in
vitro de células, tecidos e drgaos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. DESCRICAO BOTANICA DA ESPECIE

As Lauraceas se destacam das outras familias por possuir varias
espécies de grande valor econémico, como o abacate (Persea americana
Mill.), canela-sassafras (Sassafras officinallis e Ocotea odorifera), louro
(Laurus nobilis L.), canforeira (Cinnamomum camphora (L.) Nees &
Eberm), canela-de-cheiro ou canela-do-ceilio  (Cinnamomum
zeylanicum Blume). As Lauraceas estdo distribuidas nas regides
tropicais e subtropicais, sendo bem representadas na América, Asia
tropical, Australia e Madagascar e sendo pouco expressiva na Africa.
Esta familia apresenta cerca de 2500 espécies que estdo agrupadas em
50 géneros (Rohwer, 1993), sendo que no Brasil ocorrem 22 géneros,
localizados principalmente na Floresta Ombréfila Densa e também nas
restingas e cerrado (Barroso, 2002).

Dentre os muitos géneros desta familia, o género Ocotea Aubl.
devido ao grande nimero de espécies utilizados para diferentes fins,
compreende 350 espécies distribuidas na América tropical e subtropical,
do México a Argentina, também ocorrendo em Madagascar, Africa e
llhas Canarias (Rohwer, 1993), sendo considerado o maior género da
familia Lauraceae. Estima-se que no Brasil ocorram de 120 a 160
espécies (Baitello, 2001), sendo constituido por arvores e arbustos, que
podem ser mondicos, di6cos ou ginodidicos. Apresenta folhas alternas,
raramente subopostas ou verticiladas, sem papilas na epiderme abaxial e
inflorescéncia em panicula, tirso, tirséide ou botridide. As flores podem
ser uni ou bissexuais, com hipanto achatado ou tubular, ndo
comprimidos sob as tépalas, que sdo 6 iguais, sendo raramente
desiguais. Os frutos sdo baciformes, sobre ou parcialmente envolvidos
pela clpula, em geral com margens simples e tépalas simples (Quinet,
2005).

Ocotea catharinensis, popularmente conhecida como “canela-
preta”, “canela-broto” ou “canela-bicho”, é perenifolia, com altura
variavel de 25 - 30 m e um DAP (diametro a altura do peito) entre 60 -
80 cm, podendo atingir, excepcionalmente, 45 m e um DAP de 150 cm
(Figura 1). Possui o tronco geralmente tortuoso, com quinas ou
reentrdncias; copa grande, espalhada e bastante densa; folhas
lanceoladas, coridceas, com domaceas em forma de escavagfes nas
axilas das nervuras inferiores e de peciolo curto; flores hermafroditas,
pequenas e reunidas em racemos; fruto em forma de baga elipséide, com
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25 mm de comprimento por 15 mm de largura (Carvalho, 1994; Rizzini
& Mors, 1976).

Figura 1: Arvore de Ocotea catharinensis em ambiente natural, no municipio
de Petrolandia, Santa Catarina. A ) arvore ao centro da imagem. B) detalhe do
tronco e copa. (Fonte: Acervo pessoal de Robson Carlos Avi)

No Estado de Santa Catarina, Ocotea catharinensis floresce de
julho a marco, seu periodo de frutificacdo ocorre nos meses de
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novembro a dezembro, e a dispersdo de suas sementes acontece de
maneira zoocdrica, por mamiferos e aves (Carvalho, 1994). A canela-
preta é uma arvore que produz sementes esporadicamente, sendo que as
mesmas ndo podem ser armazenadas por mais de trés meses em
condi¢des convencionais, perdendo a viabilidade rapidamente, sendo
por isso considerada recalcitrante (Moura-Costa et al., 1993).

Comparativamente, espécies arboreas tropicais, frequentemente,
apresentam menor densidade populacional que as espécies arbéreas de
regides temperadas, além de dependerem em maior extensdo de animais
para o processo de polinizacdo. Este fato interfere diretamente na
extensdo da regido ocupada e a magnitude do fluxo de genes, que sera
dependente do comportamento especifico e da distancia percorrida pelo
polinizador. Consequentemente, em florestas tropicais, a populacdo e a
extensdo da regido ocupada ndo sdo facilmente delimitadas (Gibson &
Wheelwright, 1996).

Segundo Reitz e colaboradores (1978) a canela-preta foi a
arvore mais comum e caracteristica da Floresta Ombroéfila Densa
(FOD), sendo que em Santa Catarina chegou a representar 1/3 do
volume de todas as arvores existentes. No entanto, foi intensamente
explorada a partir da década de 40 devido a sua importancia econémica
para a industria madeireira, sendo muito utilizada em marcenaria, para
uso interior e exterior, como producdo de moveis, tacos, assoalhos,
laminagBes, compensados e moirbes, e uso na construcdo naval
(Carvalho, 1994). Além do amplo extrativismo, devido ao seu interesse
econdmico, a expansao das fronteiras agricolas levou a reducdo drastica
no ndmero de individuos e populacdes (Tarazi, 2006), estando, hoje,
ameacada de extincao.

2.1.1. Importancia econébmica das Lauraceas

As Lauraceas destacam-se entre as demais familias devido o seu
potencial econdmico, algumas espécies sdo utilizadas pela indUstria para
a fabricacdo de diversos produtos, porém, a maioria das espécies tem
seu uso restrito as comunidades tradicionais, que detém o conhecimento
empirico da utilizacdo destas plantas (Marques, 2001).

Muitas espécies séo utilizadas na culindria, principalmente nos paises de
clima tropical, como o abacate procedente da América Central, que pode
ter sua polpa utilizada em preparacdes de receitas, tanto doce, como
salgadas, ou ainda podendo ser consumida fresca e pura. Algumas
espécies de Lauraceas sdo amplamente utilizadas na culinaria como
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tempero, como as “canelas” (Cinnamomum zeylanicum Breyne e C.
cassia (Nees) ex Blume) que séo espécies arboreas das quais se extrai a
casca e o louro (Correa, 1984).

Entre as espécies do género Ocotea muitas possuem
importancia econdémica, como O. puberula Ness., que possui um odor
bastante caracteristico, semelhante ao do anis, e que se destaca por
possuir caracteristicas proprias para caixotaria, e utilizada também na
fabricacdo de papel. A espécie O. diospiryfolia Mez., encontrada no sul
e sudeste do Brasil é utilizada na fabricacdo de postes e tabuas de
assoalho e sua a casca contém tanino. (Barros et al., 1997)

2.1.2. Importéancia medicinal das Lauraceas

Marques (2001) afirma que, na medicina popular as Lauraceas
possuem uso diversificado, desempenhando diferentes funcBes no
tratamento de diversas doencas. Sendo que o género Ocotea apresenta o
maior nimero de espécies com uso medicinal. Algumas espécies sdo
citadas em estudos etnoboténicos, como por exemplo, O. aciphylla
(Ness.) Mez. que é utillizada como tbnico e estomaquico, quando
utilizada em infusdes com as folhas, enquanto a casca é utilizada como
anti-reumatico e depurativo. Além disso, em estudos etnobotanicos
realizados por Emmerich e Senna (1985) com indios do Xingu, foi
observado que as folhas desta espécie é utilizada para enrolar o cigarro
do utilizado pelo Pajé em rituais de cura, sendo que esta folha, quando
gueimada pode ter efeito narcético.

Marques (2001) ainda cita outras espécies de Ocotea que
possuem potencial medicinal, como O. spectabilis (Meissn.) Mez. que é
considerada um tonico, devido a caracteristica adstringente presente
tanto na sua casca como na raiz. Ja as folhas e casca de O. pulchella
Mart. sdo utilizadas para a facilitagdo da digestdo, também como
emenagogas e tonicas do Utero. O 6leo essencial obtido da casca do
caule e da raiz de O. indecora Schott. ¢é utilizada como sudorifica, contra
sifilis e anti-reumatica.

Além deste género, outras espécies de Lauracea possuem
grande potencial medicinal comprovado, como é o caso de Laurus
nobilis (louro), que apresenta atividade anti-espasmodica e é utilizado
como estimulante nas afeccdes gastricas e reumaticas. E amplamente
utilizado na medicina popular como sudorifico e contra flatuléncias,
para uso externo em feridas e Ulceras. O Oleo essencial contém
laurostearina, geraniol, linalol, cineol, terpineno, engenol e pineno, além
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de &cidos organicos, acidos graxos e tanino. Apesar de ser utilizado na
pratica veterinaria como “unguento de louro”, foi observado
teratogénese e aumento da possibilidade de aborto em ratos (Cérrea et
al., 1998).

Outra espécie que merece destaque é a Aniba riparia cujo
extrato obtido dos frutos e do célice possui atividade antibidtica
comprovada contra Candida albicans, Bacilos cereus, Klebsiela
pneumonia, Staphylococcus aureus (Barbosa et al., 1988), além disso,
segundo Goulart e colaboradores (1975) o extrato da casca desta espécie
e das espécies A. canellita, A. hastamanniana é capaz de bloquear o
desenvolvimento do  ancilostomideo  humano.  Schlemper e
colaboradores (1998) comprovaram a atividade antimicrobiana do
extrato da espécie da flora catarinense Persea cordata (Vell.), o extrato
obtido com acetato de etila possui atividade contra as bactérias
Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes.

2.2. ESTUDOS SOBRE A EMBRIOGENESE SOMATICA EM OCOTEA
CATHARINENSIS

Embriogénese somética, também chamada de adventicia ou
assexual, é o processo pelo qual células haploides ou somaticas se
desenvolvem através de estadios embriogénicos dando origem a uma
planta, sem que haja a fusdo de gametas como ocorre na embriogénese
zigotica (Williams & Maheswaran, 1986). Segundo Zimmerman (1993),
as principais diferencas entre os embrides somaticos e zigoticos
relacionam-se com o fato de que embrides somaticos se desenvolvem
livres de correlagdes fisicas, fisiologicas e genéticas que ocorrem
durante o desenvolvimento em embrides zig6ticos, podendo assim
apresentar desenvolvimento anormal.

Nos estudos de embriogénese zigética de uma espécie modelo,
a Arabidopsis thaliana, as fases da embriogénese se dividem em:
globular (embrido de oito células), cordiforme (primérdio do
cotilédone), torpedo (alongamento celular e desenvolvimento dos
cotilédones) e o estagio de maturacdo (perda de agua e quiescéncia
metabdlica), podendo ser subdividido em até 20 estagios (Jurgens &
Mayers, 1992). A diferenciacdo dos meristemas ja pode ser observada a
partir do estagio cordiforme, onde a regido apical originard o meristema
apical e os cotilédones, a regido central dara origem ao hipocétilo e a
regido basal originara a raiz.
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Na embriogénese somatica in vitro ou induzida, células
haploides ou dipldides (somaticas) em diferentes estadgios de
diferenciacdo podem ser reprogramadas, adquirindo novas competéncias
morfogenéticas. Para isso, elas devem ser adequadamente induzidas por
estimulos ambientais ou quimicos, apresentando estadgios do
desenvolvimento embrionario similares a embriogénese zigética (Guerra
etal., 1999) (Figura 2).

Figura 2: Esté4gios do desenvolvimento do embrido na embriogénese somética e
zigdtica (adaptado de Zimmerman, 1993).
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Neste contexto, a embriogénese somatica in vitro € um método
importante para propagacdo em massa clonal de genétipos superiores
(Guerra et al.,, 1999). Além disso, é uma técnica de grande
aplicabilidade para os estudos basicos relacionados com a fisiologia,
genética e bioquimica do desenvolvimento embrionario (Yeung, 1995).
Atualmente este sistema vem sendo utilizado para a obtengéo de plantas
transgénicas (Prakash & Varadarajan, 1992; Gama, 1993) e sementes
sintéticas (Schultheis et al., 1990). Sistemas de embriogénese somatica
também podem ser utilizados para a producdo de metabdlitos de
interesse, uma vez que a producdo destes pode estar relacionada com
determinados processos de diferenciacdo morfoldgica e fisiolégica que
ocorrem durante a embriogénese.

Viana (1989) e Moura-Costa et al. (1993) desenvolveram um
sistema de embriogénese somatica repetitiva de alta frequéncia para a
espécie Ocotea catharinensis, visando a producdo de embrides e plantas
em larga escala. Este sistema foi induzido a partir de embrifes zig6ticos
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e foi observado que em meio de cultura semi-sélido estes embrides
apresentam quatro fases: agregados celulares, globular, cotiledonar
inicial e cotiledonar avancado, sendo que apds passarem por um estagio
de desidrata¢do, podem maturar e germinar, porém, produzindo plantas
em baixa frequéncia.

Segundo Viana e Mantell (1999), as culturas de agregados
celulares podem ser multiplicadas continuamente em meio de cultura
MS (Murashige e Skoog, 1962) semi-sélido, suplementado com 20g.L™
de sacarose, 80 mg.L™" de acido 2,4-diclorofenoxiacético e 3 g.L™ de
carvao ativado. Ja as culturas de células que apresentam a fase globular
e cotiledonar inicial e avancados podem ser multiplicadas
continuamente, através do processo de embriogénese repetitiva, em
meio de cultura especifico para espécies lenhosas WPM (Lloyd e
McCown, 1981) semi-sélido, suplementado com 22 g.L™ de sorbitol, 20
g.L ™" de sacarose e 400 mg.L™ de glutamina, na auséncia de reguladores
de crescimento.

Varios aspectos deste sistema de embriogénese somatica foram
estudados, tais como o crescimento das culturas de células e a
caracterizacdo morfoldgica, citoquimica e bioquimica dos embrides
somaticos em diferentes fases de desenvolvimento (Santa-Catarina,
2001; Santa-Catarina et al., 2003); o estabelecimento e manutencéo de
suspensOes celulares a partir de culturas embriogénicas na fase de
agregados celulares (Moser, et al., 2004); os fatores que promovem a
embriogénese repetitiva no estagio cotiledonar inicial (Santa-Catarina et
al., 2004); a analise da competéncia embriogénica através da expresséo
do gene SERK (Somatic Embryogenesis Receptor Kinase) em
agregados celulares mantidos em diferentes meios de cultura e na
presenca ou auséncia do 2,4-D (Santa-Catarina et al.,, 2004) e a
estabilidade genética das culturas nas fases de agregados celulares e de
embribes somaticos diferenciados. De acordo com Viana e Mantell
(1999), estudos preliminares sobre a germinacdo indicaram que taxas de
germinacdo de 30 a 40% podem ser obtidas ap6s moderada desidratacéo
dos embrides somaticos, por 4-6 dias em placas de Petri, 0 que provoca
uma reducdo ao redor de 25% do peso da matéria fresca dos embrides.
Além disso, outras pesquisas foram desenvolvidas com este sistema de
embriogénese somatica, que indicaram a presenca de lignanas,
neolignanas especificas e sesquiterpenos, de acordo com o estagio de
desenvolvimento dos embrides somaticos (Lordello, 1996; Funasaki et
al., 2009).
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Funasaki e colaboradores (2009) em estudos fitoquimicos
isolou cinco neolignanas e um flavonoide glicosilado do extrato das
folhas de O. catharinensis, e quatro neolignanas, dois sesquiterpenos e
um fenilpropandide do extrato dos embrifes somaticos, que ainda ndo
haviam sido isolados nesta espécie. Além disso, atividade antioxidante e
atividade antifingica contra Cladosporium cladosporioide e C.
sphaerospermum foram evidenciados neste estudo. Segundo 0 mesmo
autor, as culturas embriogénicas foram de as que apresentaram maior
sucesso na elucidacdo de parte da via biossintética de neolignanas em O.
catharinensis, quando comparados com suspensdes celulares e fragbes
enzimaticas. O que indica que o sistema de embriogénese somatica
desenvolvido para Ocotea catharinensis apresenta potencial para
exploracdo biotecnoldgica e para estudos mais avancados sobre a
biossintese dos compostos detectados.

2.3. METABOLITOS SECUNDARIOS

Segundo Taiz & Zeiger (2004), no ambiente natural, os vegetais
estdo cercados de situacdes adversas. Por sua natureza as plantas ndo
podem se locomover, desta forma deve dispor de outras formas de
protecdo. Os metabolitos secundarios em geral ndo apresentam agdo
direta sobre o metabolismo primario da planta, mas possuem fungdes
ecologicas importantes, protegendo o vegetal contra a herbivoria e
infeccBes por microrganismos patogénicos, e também na atracdo de para
animais polinizadores e dispersores.

Ha um grande interesse no isolamento de compostos derivados
do metabolismo secundério, que por serem produtos da interacdo entre
organismos,  frequentemente  apresentam  atividade  bioldgica
comprovada frente a varias patologias humanas (Rhodes, 1994). Duas
classes de metabdlitos foram investigadas no presente trabalho:
carotenoides (subclasse dos terpenos) e compostos fenélicos, ambos
amplamente estudados por seu conhecido potencial antioxidante.

2.3.1. Carotendides

Os carotendides sdo pigmentos naturais responsaveis pela
coloragdo amarela, alaranjada e vermelha de muitos vegetais. Nas
plantas, participam da fotossintese, atuando como pigmento acessorio e
protegem contra a fotoxidacdo dos tecidos fotossintéticos (Taiz &
Zeiger, 2004). Cerca de 750 estruturas quimicas ja foram descritas a
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partir de fontes naturais (Britton, et al., 2004). Também sdo amplamente
estudados por sua conhecida atividade pré-vitamina A. Os carotenoides
sdo caracterizados estruturalmente por uma longa cadeia de duplas
ligacbGes conjugadas, formado por oito unidades de isopreno (CsHpg),
contendo assim 40 &tomos de carbono, formando um esqueleto
tetraterpénico, tornando-os altamente reativos (Cardozo et al., 2007
Britton, 1995; Feltl et al., 2005).

Os carotenoides sdo produzidos a partir do metabolismo da
glucose. A biossintese dos terpenos se da através de duas rotas
diferentes, a rota do &cido mevalonico, também conhecida como a rota
do mevalonato, que ocorre no citosol. A rota do mevalonato é
responsavel pela formacdo de sesquiterpenos (Cis) e triterpenos (Cs),
tendo como precursores acetil CoA e piruvato. A outra rota biossintética
é a rota do metileritriol fosfato (MEP), o qual origina os monoterpenos
(Cy), diterpenos (C,) € tetraterpenos (Cy), ocorrendo nos cloroplastos
e outros plastideos. A rota do MEP tem como precursores o
gliceraldeido-3-fosfato e dois atomos de carbono derivados do piruvato.
Ambas as rotas produzem o isopentenil difosfato (IPP) com cinco
carbonos (Taiz & Zeiger, 2004; Aharoni et al.,2006; Croteau et al.,
2000; Verpoorte, 2000).

O IPP é convertido em seu isdbmero difosfato de dimetilalila
(DMAPP), que serve como substrato para a formacdo do difosfato
geranilgeranila (GGPP), composto com 20 carbonos. O GGPP é o
precursor do primeiro carotendide, o pirofosfato de fitoeno. A
biossintese continua com a formacao do licoperseno, que por seguidas
dessaturacgdes trans sucessivas da origem ao licopeno, que sera substrato
para as reacdes de ciclizagdo. As reagOes de ciclizacdo podem ocorrer
em uma ou nas duas extreminadades da cadeia (Figura 3), e dardo
origem ao o e B-caroteno, seguida de reagBes de oxidagdo que dardo
origem as xantofilas (Mann, 1994).
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Figura 3: A: Ciclizacdo do licopeno a a e B- caroteno (adaptado de Mann,
1996). B: Formacdo das xantofilas, zeaxantina, anteraxantina, violaxantina e
luteina a partir do o e B-caroteno (adaptado de Romer et al. 2002).
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Os carotendides sdo amplamente estudados, dado a importancia
para a salde humana devido ao seu potencial antioxidante. O seu
consumo pode estar relacionado a reducdo do risco de doencas cronicas
degenerativas, como o cancer, doencas cardiovasculares e atua na
protecdo da retina aos raios UV (Su et al., 2001). Devido ao nimero de
duplas ligacdes conjugadas e a polaridade das moléculas, sdo capazes de
desativar 0 oxigénio singlete e sequestrar os radicais livres, inibindo o
processo oxidativo (Feltl et al., 2005).

2.3.2. Compostos Fenolicos

Os compostos fenolicos sdo biossintetizados por meio de
diferentes rotas, sendo elas a rota do acido chiquimico e a rota do acido
malbnico. A primeira via responde pela maioria dos fendis encontrados
em vegetais. Ja a rota do acido maldnico é menos significativa para as
plantas superiores, estando presentes também em fungos e bactérias
(Taiz & Zeiger, 2004). Os compostos fenolicos, portanto, constituem um
grupo quimicamente heterogéneo, com aproximadamente 10.000
COMpOStOos.

A rota do acido chiquimico converte precursores derivados da
glucose e da via das pentoses fosfato em aminoacidos aromaticos
(Herrman & Weaver, 1999). Segundo Shahidi & Naczk (2006), os
compostos fendlicos podem ser divididos em seis subclasses baseado na
sua estrutura quimica: acidos fendlicos (Cg-C,), flavondides (Cg-Cs-Cy),
estilbenos  (Cg-C,-Cg), lignanas (Cg-Ca),, taninos (Ce-Cs-Cq)n €
cumarinas (Cg-Cz). Os flavondides representam a maior classe de
compostos fendlicos, podendo ser divididos em outras subclasses de
acordo com as variagcdes que ocorrem no seu anel heterociclico (Rossi &
Kasum 2002, Tapiero et al. 2002).

Nas plantas superiores, a maioria dos compostos fendlicos é
derivada, pelo menos em parte, da fenilalanina, proveniente da rota do
acido chiquimico (Taiz e Zeiger, 2004). A fenilalanina, pela acdo da
enzima fenilalanina amonioliase (PAL), origina o &cido cinamico; o
acido cinamico é hidroxilado a acido p-cumarico, que é convertido a p-
cumaroil-CoA, que é utilizado como substrato para a sintese das classes
de compostos fenolicos (Figura 4). O p-cumaroil-CoA, pode, também,
ser sintetizado a partir da via do acetil-CoA/malonil-CoA (Vermerris &
Nicholson 2008).
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Figura 4: Formagdo de p-cumaroil-CoA, utilizado como substrato para 0s
compostos fendlicos, a partir da fenilalanina (rota do &cido chiquimico) e da via
do acetil-CoA/malonil-CoA, (adaptado de Vermerris & Nicholson 2008).

©—>_< Acetil-CoA/Malonil-CoA

H.N®
Fenilalanina

% HO \ S-CoA
‘ Acido cinamico
/ p-cumaroil-CoA 0

Acido p-cumarico

Devido a sua diversidade quimica, os compostos fenolicos
apresentam uma ampla variedade de fungdes nos vegetais. Muitos agem
como compostos de defesa contra herbivoros e patégenos, outros tem
funcdo de suporte mecénico, podem agir como atrativo de polinizadores
e dispersores, e ainda atuando na protecéo contra a radiagdo ultravioleta
(Taiz & Zeiger, 2004). Além disso, os compostos fendlicos sdo
responsaveis pela inibicdo de germinacdo de sementes e estabelecimento
de plantas em comunidades vegetais, reduzindo assim o crescimento das
plantas adjacentes (Carmo et al., 2007)

Com relacdo a atividade biolégica dos compostos fendlicos
podemos destacar a atividade antitumoral (Rao et al., 1993), anti-
inflamatdria (Maggi-Capeyron et al., 2001) e antiviral (King et al.,
1999). Além disso, polifen6is como os flavondides e os precursores das
ligninas sdo potentes anti-oxidantes, agindo como anti-mutagénicos e
anti-cancerigenos (Middleton & Kandaswami, 1994; Rice-Evans et al.,
1997; Sugihara et al., 1999).

A presenca de compostos fendlicos em culturas de células
embriogénicas de Ocotea catharinensis foi observada anteriormente por
Santa-Catarina (2001), que relatou o aumento dos compostos fenoélicos
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ao longo das semanas de cultivo, cuja liberacdo para 0 meio de cultura
causou o0 escurecimento do mesmo, e consequentemente a oxidacgao das
culturas.

Carmo e colaboradores (2007) relacionaram a presenca de
compostos fenolicos e terpenos em Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer
com a inibicdo de germinagdo de sementes e o estabelecimento de
plantas em condic¢Ges naturais, onde, individuos dessa espécie podem
eliminar a possibilidade de estabelecimento de novos individuos ao seu
redor, inclusive da mesma espécie.

2.4. ABORDAGENS BIOTECNOLOGICAS PARA A PRODUGCAO DE
METABOLITOS SECUNDARIOS

A obtenc¢do de biomassa celular para a producdo de metabdlitos
in vitro vem sendo amplamente utilizada pela inddstria farmacéutica,
uma vez que a producdo in vivo pelas plantas, principalmente por
arvores, enfrenta limitacdes oriundas de variacBes das condicfes do
ambiente, da baixa concentracdo de alguns produtos de interesse, e das
dificuldades de cultivo de algumas espécies vegetais. A producdo de
compostos de interesse para satide humana pode ser realizada através da
producdo de 6rgdos, como raizes e tubérculos, embriogénese somética
ou da inducdo e producdo de massa celular em condi¢fes controladas,
em meio de cultura semi-solido ou por meio de biorreatores
(Grattapaglia & Machado, 1998).

Inicialmente as culturas podem ser mantidas em fase de
multiplicacdo celular, para a maxima producdo de células, visando a
biossintese dos compostos de interesse. Num segundo momento, pode-
se estudar o uso de elicitores bi6ticos e abidticos, nos biorreatores,
visando aperfeicoar a producdo dos metabolitos secundarios.
Posteriormente, estes compostos poderdo ser extraidos das células
vegetais e/ou do meio de cultura e quantificados com o intuito de avaliar
0 potencial e a viabilidade econémica do processo de producéo.

A producdo de biomassa vegetal pode se dar a partir de diversos
tipos de explantes (gema lateral, folha e raiz). A inducéo e multiplicacéo
das células podem ser otimizadas em meios de cultura de composicédo
especifica, com o uso de tipos e concentracfes de reguladores de
crescimento e de fontes de carbono, assim como, através da ativagdo in
vitro das rotas de biossintese dos compostos de interesse (Torres et al.,
1998).
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Todo tecido vegetal que possui células vivas e nucleadas é
totipotente e, por assim dizer, pode vir a desenvolver crescimento e/ou
diferenciacdo celular induzida pelo meio de cultura. Apds uma
sinalizacdo correta no tecido do explante, as células entram em processo
de mitose (Aitchison et al., 1977). As regifes mitdticas se estabelecem
primeiramente na periferia do explante isolado e, de forma gradativa,
em pontos internos do tecido. Camadas de crescimento e regides de
crescimento ativo, na forma de cunhas, passam a se formar. Dependendo
do balan¢o de reguladores de crescimento utilizado no meio de cultura,
diversos tipos celulares do explante poderdo se desdiferenciar,
caracterizando assim um novo sistema que passa a ser chamado de calo
(Termignoni, 2005).

Para Grattapaglia & Machado (1998), as principais vantagens
da produgdo de metabdlitos in vitro sdo a independéncia dos fatores
ambientais, o aumento do controle da producéo, o uso de linhagens que
garantam uma qualidade consistente do produto, a simplificacdo dos
métodos de processamento e recuperacdo do produto alvo, o
aproveitamento de novas rotas de sintese, a partir de linhagens mutantes,
a utilizacdo de elicitores no direcionamento da producdo e o
aproveitamento das biotransformacdes, que ocorrem durante o cultivo
de células vegetais in vitro, entre outras.

Dois sistemas de cultura de tecidos sdo utilizados para a
regeneracdo de arvores: organogénese e embriogénese somatica.
Determinadas espécies sdo recalcitrantes, ou possuem uma escassa
producdo de sementes, como é o caso da Ocotea catharinensis, entdo a
regeneracdo via organogénese e a embriogénese somatica sdo
alternativas eficientes para a producdo in vitro de plantas inteiras. O
primeiro objetivo do sistema de embriogénese somatica, para espécies
arbdreas, é a propagacdo em larga escala e a utilizacdo de embrides
somaticos e tecidos embriogénicos como alvo atrativo para
modificacdes genéticas. Sdo utilizados também como modelos para
estudos embriolégicos (Arnold, et al., 2002; Pefia & Seguin, 2001).

A ideia de produzir metabolitos in vitro a partir de sistemas de
cultura de células deve, entretanto, ser tomada com as devidas
precaucdes, pois na pratica nem sempre é possivel atingir os resultados
desejados, sendo que varios fatores limitam a utilizago dessa tecnologia
(Pinto & Lameira, 2001).

O cultivo in vitro de espécies arbustivas como a Strelitzia
reginae Ait. (Ave do paraiso) tem se demonstrado eficiente na obtencdo
de metabdlitos secundérios, sendo que os metabolitos de interesse séo
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liberados no meio de cultura, para provar que estes metabdlitos possuem
valor medicinal ou industrial foi utilizadas técnicas de extragdo com
acido acético, seguida de identificacdo em infravermelho, que revelou
grupos caracteristicos de compostos fendlicos ou derivados (Paiva et
al.,2000).

No caso do cultivo in vitro de Piper hispidinervium (pimenta
longa) o objetivo foi possibilitar o melhoramento genético visando a
extracdo do seu o6leo essencial, que possui 80% de safrol em sua
composicdo. O safrol ou 4-alil-1,2-metilenodioxibenzeno, apesar de
apresentar comprovada acdo carcinogénica, é de grande importancia
econbmica devido o fato de ser precursor de uma variedade de
compostos utilizados como farmacos, bioinseticidas biodegradaveis,
fixadores de aromas, drogas antitrombicas e auxinas endoélicas (Rosa et
al.,2000). Até 1990 a obtencdo safrol era decorrente da atividade
extrativista, 0 que levou ao comprometimento da disponibilidade de
Ocotea odorifera, principal fonte de safrol. Para isso, Pescador e
colaboradores  (2000), utilizaram  diferentes  técnicas, como
organogénese direta, embriogénese somatica indireta, producéo de calos
fridveis e cultura de suspensdo de células. Células produzidas em
suspensdo foram imobilizadas em crisotila, 0 que resultou em uma
producdo de safrol trés vezes maior do que as células livres cultivadas
nas mesmas condicdes.

Da mesma forma, sistemas de cultura in vitro de espécies
arbdreas também vem sendo desenvolvidos visando a producdo de
metabolitos secundarios de interesse, como o desenvolvimento de
metodologias para producdo de biomassa de O. odorifera para a
producdo de safrol, como foi realizado por Santa-Catarina e
colaboradores (1999).

Portanto, o potencial dos sistemas de cultura in vitro para a
producdo de metabolitos de interesse de espécies de arvores raras, de
importancia medicinal deve ser investigado, principalmente, no caso das
espécies que estdo em risco de extingdo. As técnicas de cultura in vitro
possibilitam que tais sistemas possam ser utilizados em estudos sobre as
vias de biossintese dos compostos de interesse, na otimizagdo da
producdo de metabolitos secundarios in vitro e no desenvolvimento de
sistemas de conservagdo de linhagens celulares altamente produtoras,
assegurando, assim, formas alternativas para explora¢do racional e
sustentavel das espécies de arvores nativas, presentes em ecossistemas
ameacados.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente projeto teve como objetivoo caracterizar as culturas de
células embriogénicas de Ocotea catharinensis quanto ao crescimento,
perfil metabdlico, com énfase em metabolitos secundérios, potencial de
embriogénese somatica secundéria e histoquimica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar o crescimento de culturas de células embriogénicas de
Ocotea catharinensis sob diferentes condigdes de cultivo através de
curvas de dissimilagéo;

¢ Quantificar metabolitos secundarios (compostos fendlicos totais
e carotendides) de culturas de células embriogénicas de Ocotea
catharinensis crescidas sob diferentes condicdes de cultivo;

e Comparar o perfil metabolico de -culturas de células
embriogénicas de Ocotea catharinensis crescidas sob diferentes
condi¢des de cultivo através de espectrofotometria de varredura em UV-
vis e espectrometria de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR);

e Auvaliar a atividade antioxidante dos extratos de culturas de
células embriogénicas de Ocotea catharinensis crescidas sobre
diferentes condicdes de cultivo;

e Avaliar o efeito de periodos de desidratacdo, baixas
temperaturas, luz, escuro, agucares alcodis e de fontes de carbono sobre
a embriogénese somatica secundaria;

e Realizar caracterizacdo histoquimica de culturas de células
embriogénicas de Ocotea catharinensis.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ORIGEM E MANUTENGAO DAS CULTURAS EMBRIOGENICAS

As culturas embriogénicas utilizadas nos experimentos a seguir
foram desenvolvidas a partir da cultura de embrides zigéticos removidos
de sementes de Ocotea catharinensis, de acordo com a metodologia
descrita por Viana (1989) e Viana e Mantell (1999). Apresentavam,
predominantemente, estruturas globulares (< 2 mm de diametro) e
estruturas cotiledonares iniciais pequenas (2-3 mm de diametro,
aproximadamente) (Figura 5). Estas culturas foram utilizadas tanto para
a manutencdo do estoque de culturas embriogénicas, através das
repicagens em periodos de quatro semanas, conforme a metodologia
descrita abaixo, como também para a realizacdo dos experimentos de
dissimilacéo do carbono e de embriogénese somatica secundaria.

Figura 5: Exemplos de estruturas globulares (< 2 mm)(A), de estruturas
cotiledonares iniciais pequenas (2-3 mm, aproximadamente) (B) e de estruturas
cotiledonares mais desenvolvidas (>3 mm)(C) removidas de culturas

embriogénicas somaticas de Ocotea catharinensis. Barra=1cm.
v - W




21

As culturas embriogénicas foram mantidas em meio de cultura
WPM (Lloyd e McCown, 1981), preparacdo comercial em p6 produzida
pela Sigma Chemical Co., suplementado com 58,4 mM de sacarose, 121
mM de sorbitol, 2,73 mM de glutamina, 1,5 g.L™* de carvdo ativo e 2
g.L" (p/v) de Phytagel. As culturas foram multiplicadas em periodos de
quatro semanas, através da inoculacdo, cultivo e subsequente
proliferacdo, por embriogénese secundaria, das estruturas globulares e
cotiledonares iniciais. Cinco inéculos foram transferidos por tubo de
ensaio, contendo 8 mL do meio de cultura acima descrito. Os tubos de
ensaio foram fechados com filme de polipropileno (76 mm x 76 mm),
preso com elastico de borracha. As culturas foram mantidas em sala de
crescimento com temperatura controlada de 25 + 2°C, sob fotoperiodo
de 16 horas, provido por lampadas fluorescentes Philips TDL (22,3
fétons.m2.s1). Estas condicGes foram utilizadas em todos os
experimentos, exceto quando especificado.

Como as culturas produzidas durante as repicagens ndo eram
uniformes e apresentavam diferentes tipos de estruturas (agregados
celulares, estruturas globulares, estruturas cotiledonares iniciais) e, com
menor frequéncia, estruturas cotiledonares (> 3 mm), a partir do estoque
das culturas embriogénicas foram isolados os seguintes tipos de cultura,
gue estdo ilustrados na Figura 6: 1- agregados celulares que passaram a
ser cultivados, separadamente, no mesmo meio acima descrito para
gerar as culturas fridveis (Figura 8). Este tipo de cultura embriogénica
friavel apresentava consisténcia pastosa, coloracdo amarelada/cinza e
era constituido por agregados celulares sem qualquer nivel de
diferenciacdo a olho nu; 2- tipo diferenciada 1 (Figura 9), apresentava
coloracdo amarelada e textura granular, com pequenas estruturas
globulares (< 2 mm de didmetro); o tipo diferenciada 2 era o mais
comum e apresentava, predominantemente, estruturas cotiledonares
iniciais pequenas (2-3 mm de didmetro) e coloragdo esbranquicada
(Figura 10 A); 4- embrides somaticos no estagio cotiledonar maduro
(estruturas cotiledonares > 3 mm de diametro) (Figura 10 B). Estes tipos
de culturas foram utilizadas nas analises bioquimicas. Para as analises
citoquimicas ndo foram analisadas as culturas do tipo fridvel.
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Figura 6. Culturas embriogénicas de Ocotea catharinensis evidenciando as culturas embriogénicas somaticas: A: friavel,
com agregados celulares, sem qualquer nivel de diferenciacdo a olho nu; B: diferenciada 1, com textura granular e
estruturas globulares pequenas; C: diferenciada 2, com estruturas cotiledonares iniciais <2-3 mm de diametro; D: com
embrides somaticos no estagio cotiledonar maduro, estruturas cotiledonares >3 mm de didmetro. Ap6s 4 semanas de

cultivo. Barra=1 cm.
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Figura 8: Culturas embriogénicas de Ocotea catharinensis tipo friavel
mesma cultura. Ap6s 4 semanas de cultivo. Barra=5 mm.

. A) visdo geral da cultura. B) Detalhe da
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Figura 10: Detalhes de culturas embriogénicas de Ocotea catharinensis tipo A) diferenciada 2 mostradas na Figura 4C.
B) Embrido somatico cotiledonar maduro. As setas indicam local de inicio da embriogénese secundaria. Apés 4 semanas
de cultivo. Barra = 1cm.

N
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4.2. PREPARACAOQ DOS MEIOS DE CULTURA

Para todos os experimentos, exceto quando mencionado, foi
utilizado o meio de cultura WPM (Woody Plant Medium - Lloyd e
McCown, 1981), preparagdo comercial em p6 produzida pela Sigma
Chemical Co., suplementado com 58,4 mM de sacarose, 121 mM de
sorbitol, 2,73 mM de glutamina, 1,5 g.L™'de carvdo ativo e 2 g.L™(p/v)
de Phytagel. O pH foi ajustado para 5,8. O meio de cultura foi
distribuido em tubos de ensaio (25 mm x 150 mm - 8 mL por tubo), os
quais foram fechados com tampas de polipropileno e autoclavados por
20 minutos (121°C, 1 atm).

4.3. CRESCIMENTO E ANALISES BIOQUIMICAS DAS CULTURAS
EMBRIOGENICAS

4.3.1. Dissimilacdo de carbono do meio de cultura durante o
crescimento das culturas embriogénicas em diferentes fontes de
carbono

A dissimilagdo de carbono, também denominada de
dissimilacdo dos agucares do meio de cultura, foi avaliada segundo o
método de Schripsema (1990) o qual considera a perda de massa das
culturas ao longo do tempo de cultivo. In6culos de culturas
embriogénicas com 4 semanas de cultivo crescidas no meio de cultura
WPM, descrito no item 4.1 foram transferidos para os meios de cultura
WPM de mesma composic¢do suplementado com 58,4 mM de sacarose
ou com 116,8 mM de glucose. Para cada tubo foram transferidos
aproximadamente 5 indculos. A determinacdo da massa inicial das
culturas contendo os explantes foi estimada através da determinacéo da
massa de cada tubo de ensaio vazio e numerado, com suas respectivas
tampas, tubo de ensaio com meio de cultura e dos tubos contendo o
meio de cultura com o inéculo inicial, devidamente fechados. As
culturas foram mantidas nas condicGes descritas no item 3.3, por 29
dias, tendo sua massa registrada diariamente, sempre na mesma balanca
(AY220, Shimadzu) e no mesmo horario. Em cada tratamento foram
utilizadas 10 repeti¢des contendo os inéculos e 3 tubos contendo
somente 0 meio de cultura, que serviram como controle. Os dados
obtidos foram plotados em planilha do software Microsoft Office Excel
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2007 e determinadas as curvas de dissimilacdo mais representativas de
cada do perfil de dissimilagdo observado de cada tratamento.

4.3.2 Analises Biogquimicas

4.3.2.1 Producdo das culturas embriogénicas para as analises
bioquimicas

In6culos de culturas embriogénicas com 4 semanas de idade (5
inéculos por tubo de ensaio), produzidas no meio de cultura WPM,
descrito no item 4.1, foram transferidos para 0s meios de cultura
descritos na Tabela 1, em que foram manipuladas as fontes de carbono
(sacarose e glucose, nas concentragdes de 58,4 mM, 88,6 mM ou 116,8
mM), fontes de nitrogénio organico (auséncia ou presenca de 2,73 mM
de glutamina ou prolina) e fontes de aglcares alcodis (121 mM de
sorbitol ou manitol). A formulacéo salina do meio de cultura utilizado
foi a do meio WPM e todos os meios foram suplementados com 2 g.L™
de Phytagel. As culturas foram mantidas nas condi¢fes descritas no item
4.1 e ap6s 4 semanas de cultivo, exceto quando mencionado, foram
coletadas amostras das tipos de cultura produzidos e caracterizados no
item 4.1 acima, friavel, diferenciada 1, diferenciada 2, assim como
embribes sométicos diferenciados, no estagio cotiledonar, para proceder
as analises bioquimicas.

4.3.2.2 Preparacdo dos extratos vegetais

Para as analises bioquimicas de carotendides, compostos
fenolicos, UV-Vis e FT-IR foram utilizados diferentes tipos
morfolégicos de culturas embriogénicas de O. catharinensis
(classificados como fridvel, diferenciada 1 e diferenciada 2) embrides
somaticos no estagio cotiledonar e culturas embriogénicas do tipo
diferenciada 2 com diferentes periodos de cultivo (2, 3, 4 e 6 semanas),
crescidos em meio de cultura WPM suplementado com 58,4 mM de
sacarose, 121 mM de sorbitol, 2,73 mM de glutamina, 1,5 g.Lde
carvdo ativo e 0,2% de Phytagel. Outras condi¢es de cultivo foram
utilizadas para avaliar o perfil metabélico das culturas embriogénicas no
estagio diferenciado 2, com 4 semanas de cultivo, como as especificadas
na Tabela 1, na qual estdo representados os meios de cultura e andlise
bioguimica efetuada.
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Tabela 1: Variagbes na composi¢do dos meios de cultura utilizados para o
cultivo de culturas embriogénicas de Ocotea catharinensis e analises
bioquimicas efetuadas. Em todos os casos foi utilizado o meio de cultura WPM
suplementado com 0,2% de Phytagel e 1,5 g.L "de carvdo ativo.

Fonte de AclUcar  Fonte de Andlise bioquimica
carbono alcool nitrogénio
Sacarose Sorbitol 0 carotendides,  fenolicos,
58,4 mM 121 mM UV-Vis, FT-IR
Sorbitol  Glutamina 2,73  carotendides,  fendlicos,
121 mM mM UV-Vis, FT-IR
Sorbitol  Prolina 2,73 fendlicos, UV-Vis, FT-IR
121 mM mM
Manitol  Prolina 2,73 fendlicos, UV-Vis, FT-IR
121 mM mM
Sacarose Sorbitol 0 carotendides, fendlico,
87,6 mM 121 mM UV-Vis, FT-IR
Sorbitol  Glutamina 2,73  carotendides,  fendlicos,
121mM mM UV-Vis, FT-IR
Sacarose Sorbitol 0 carotendides,  fenolicos,
116,8 mM 121 mM UV-Vis, FT-IR
Sorbitol  Glutamina 2,73  carotenbides,  fendlicos,
121mM mM UV-Vis, FT-IR
Glucose Sorbitol 0 carotendides,  fendlicos,
58,4 mM 121 mM UV-Vis, FT-IR
Sorbitol  Glutamina 2,73  carotendides,  fendlicos,
121mM mM UV-Vis, FT-IR
Glucose Sorbitol 0 carotendides,  fendlicos,
87,6 mM 121 UV-Vis, FT-IR
mM
Sorbitol  Glutamina 2,73  carotendides,  fendlicos,
121mM mM UV-Vis, FT-IR
Glucose Sorbitol 0 carotendides,  fenolicos,
116,8 mM 121 mM UV-Vis, FT-IR
Sorbitol  Glutamina 2,73 carotendides,  fenolicos,
121 mM UV-Vis, FT-IR
mM

As anélises de avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos
foram realizadas nas culturas embriogénicas com 2, 3, 4 e seis semanas
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de cultivo e nos diferentes tipos de culturas embriogénicas (fridvel,
diferenciada 1, diferenciada 2) e embrides somaticos no estagio
cotiledonar, produzidos em meio de cultura WPM suplementado com
58,4 mM de sacarose, 121 mM de sorbitol e 2,73 mM de glutamina.

Para todas as andlises bioquimicas os extratos foram preparados
a partir de dois gramas de material fresco, que foram macerados em
cadinho, com auxilio de um pistilo, durante 4 minutos em 10 mL do
solvente cloroférmio/metanol (1:1, v/v). Os extratos foram mantidos em
repouso, no escuro, por 15 minutos. Apds este periodo, 0s mesmos
foram filtrados, em seguida, centrifugados a 3000 rpm por 6 minutos. O
sobrenadante foi submetido a espectrofotometria de varredura (200 a
750 nM) (Hiatachi U-1800). Em seguida, o sobrenadante foi aliquotado
(ImL) e o solvente evaporado com auxilio de bomba de vécuo e estufa
(45°C por 12 horas). As amostras foram armazenadas a -80°C, até o
momento da analise.

4.3.2.3 Perfil metabolico por espectrofotometria de varredura UV-
Vis e espectroscopia vibracional de infravermelho médio (FTIR)

Os sobrenadantes dos extratos de culturas embriogénicas
produzidas nos diferentes meios de cultura (Tabela 1) foram submetidos
a andlise por espectrofotometria UV-vis (Hiatachi U-1800), coletando-
se 0s valores de absorbéncia na janela espectral de 200 a 750 nm, com
intervalos de leitura de 1nm e 3 réplicas por extrato. O conjunto de
dados espectrais ,obtidos a partir dos extratos metanol: cloroférmio
foram submetidas a analise de componentes principais (PCA), visando
determinar o grau de similaridade entre as mesmas, utilizando a matriz
de covariancia, a partir de dados centrados e do calculo da distancia
Euclidiana. A andlise foi feita a partir do biplote gerado com auxilio do
programa MVSP (versdo 3.1).

Para a FTIR, amostras (1 mL) dos extratos metanol:
cloroférmio (v/v) de culturas embriogénicas de Ocotea catharinensis
(Tabela 1), secos conforme o item 4.3.2.2, foram ressolubilizadas em
metanol (1mL) e analisadas em espectrometro de infravermelho ABB
Bomem (modelo FTLA2000), equipado com um sistema de aquisi¢ao
de ZnSe (32 mm &, 4 mm espessura). Cinco varreduras/amostra foram
coletadas, para uma janela espectral de 400 a 4000 cm™ e intervalos de
leitura de 0,97 cm™ utilizando-se com controle (branco) o ar ambiente.
O processamento dos dados espectrais utilizou o programa OPUS (v.
5.0, Bruker Rheinsteten, Germany) e considerou a defini¢do da janela
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espectral de interesse (600 - 3000cm™), a correcdo da linha de base, da
relagdo sinal/ruido e normalizacdo dos espectros.

4.3.2.4 Determinacao do contetdo de Carotendides Totais

Os extratos foram preparados conforme descrito no item
4.3.2.2. A uma aliquota (1 mL) do extrato seco foi adicionado 1 mL de
6leo vegetal de arroz, que em seguida, foi homogeneizado em vértex. O
extrato obtido foi centrifugado (6000 rpm/15 min), coletando-se 100 pL
do sobrenadante para analise do contetdo total de carotendides em leitor
de microplacas (TP Reader NM, Thermoplate) (A = 450 nm). A
quantificacdo do teor de carotendides totais foi feita usando uma curva
padrio externa de B—caroteno (5 a 150 pg.mL™ — r’=0,99; y = 0,0198x).
As analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram
expressos em pg p—caroteno por g de massa seca (ug . g MS™).

4.3.2.5 Determinacao do contelido de compostos fenolicos totais

A extracdo de compostos fenolicos totais foi realizada conforme
descrito no tépico 4.3.2.2, as aliquotas secas foram solubilizadas em 3
mL de etanol 70%. A determinagdo do contelldo de compostos fendlicos
totais foi feita de acordo com a metodologia descrita por Rhandir e
colaboradores (2002). Em um tubo de ensaio, foi adicionado 1 mL do
extrato etandlico de cada amostra e 5 mL de metanol 95% seguido de
agitacdo no vértex. Dessa solucdo, foi retirado 1 mL e a este adicionado
5 mL de agua ultrapura, 1 mL do reativo de Folin-Ciocalteu, seguido de
agitacdo e repouso de 5 minutos. Apos, foi adicionado 1 mL de
carbonato de sodio 5% (p/v), seguido de agitacdo e repouso de 1 hora
em camara escura. Em seguida, procedeu-se a leitura das amostras a 725
nm em espectrofotdbmetro UV-Vis (Hiatachi U-1800). A quantificacdo
dos compostos fendlicos totais foi feita a partir da curva padréo de acido
galico (50 a 800 pg.mL™-r’= 0,99; y = 1,254x). As analises foram
realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em g de acido
galico por g de massa seca (ug . g MS™).



32

4.3.2.6. Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos - Inibigédo
do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)

Para a avaliacdo da capacidade antioxidante dos extratos, 0s
mesmos foram submetidos ao teste do DPPHe. Este ensaio é baseado na
capacidade do radical livre estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil em reagir
com substincias doadoras de hidrogénio (DPPHe + AH — DPPH-H
+As¢), incluindo compostos fendlicos (Roginsky & Lissi 2005), sendo
um método amplamente utilizado e relativamente rapido quando
comparado a outras técnicas (Sanchez-Moreno et al. 1998, Mensor et al.
2001). O consumo de DPPHe permite estimar a capacidade antioxidante
dos analitos na captura de radicais livres presentes no meio. No ensaio
espectrofotométrico, a absorbancia a 517 nm diminui como resultado de
uma alteracdo na coloracdo, de violeta para amarelo, uma vez que o
radical é capturado por antioxidantes presentes no extrato através da
doacdo de um atomo de H para formar a molécula estdvel DPPH-H
(Espin et al. 2000).

A metodologia utilizada foi descrita por Kim et al. (2002). Uma
aliquota do extrato seco foi ressolubilizada em etanol 70%, e a 0,1 mL
deste foram adicionados 2,9 mL da solu¢do metandlica do radical DPPH
(Sigma, 0,1 mM em metanol 80%). O decréscimo da absorbancia em
517 nm foi medido em espectrofotdmetro (Hiatachi U-1800), apos 30
minutos de incubagdo da amostra. O hidroxitolueno butilado (BHT) foi
utilizado como padrdo. Todas as amostras foram analisadas em
triplicata. A atividade de sequestro do radical DPPH foi calculada pela
equacao abaixo:

% de inibic&o: [(Abs controle - Abs final da amostra)/ Abs controle] x 100

4.4, EMBRIOGENESE SECUNDARIA

4.4.1. Desidratacdo das culturas embriogénicas

As culturas embriogénicas somaticas, tipo diferenciado 2,
crescidas por quatro semanas no meio de cultura descrito no item 4.1
foram removidas dos meios de cultura, em ambiente estéril de camara
de fluxo laminar, colocadas em placas de Petri, sobre 6 camadas de
papel absorvente, autoclavadas previamente por 20 minutos (121°C, 1
atm). As placas de Petri foram fechadas com filme de PVC e mantidas
em sala de crescimento em temperatura de 25 +2°C.
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4.4.2. Efeito do tempo de desidratacdo sobre a embriogénese
secundaria

As culturas embriogénicas foram mantidas nas condigdes
descritas no item 4.4.1 por periodos de uma a quatro semanas e em
seguida inoculadas em meio de cultura WPM (Lloyd & McCown, 1981)
suplementado com 58,4 mM de sacarose, 121 mM de sorbitol, 2,73 mM
de glutamina, 1,5 g.L ™ de carvéo ativo e 2 g.L™*(p/v) de Phytagel. Foram
utilizadas 20 repeticbes por tratamento, sendo que cada repetigdo
possuia 5 indculos. As porcentagens de embriGes somaticos produzidos
pela embriogénese secundaria foram avaliadas semanalmente.

4.4.3. Efeito de fontes de carbono e formulacg@es salinas de meios
de cultura sobre a embriogénese secundaria

Para testar o efeito de fontes de carbono e formulagdes salinas
de meios de cultura, as culturas embriogénicas desidratadas durante 2
semanas, tempo esse determinados pelo resultado obtido no item 4.4.2,
foram inoculadas nos meios de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962)
e WPM suplementados com sacarose, frutose ou glucose, nas
concentracBes de 58,4 mM, 87,6 mM e 116,8 mM, 121 mM de sorbitol,
2,73 mM de glutamina, 1,5 g.L™" de carvdo ativo e 2 g.L™" (p/v) de
Phytagel. Foram utilizadas 15 repeti¢cGes por tratamento, sendo que
cada repeticdo possuia 5 indculos. As porcentagens de embrides
somaticos produzidos pela embriogénese secundaria foram avaliadas
semanalmente.

4.4.4. Efeito do sorbitol e Fontes de carbono sobre a
embriogénese Secundaria

Para testar o efeito da presenca de sorbitol e fontes de carbono no
meio de cultura, as culturas embriogénicas foram desidratadas durante 2
e 4 semanas, e em seguida inoculadas nos meios de cultura WPM
suplementado com 58,4mM de sacarose ou 116,8 mM de glucose, 2,73
mM de glutamina, 2 g.L"'de Phytagel® e 121 mM de sorbitol, na
presenca 1,5 g.L™de carvéo ativado. Foram utilizadas 15 repeti¢des por
tratamento, sendo que cada repeticdo possuia 5 indculos. As
porcentagens de embrifes somaticos produzidos pela embriogénese
secundaria foram avaliadas semanalmente.
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4.45. Efeito de baixas temperaturas sobre a embriogénese
secundaria

Para testar o efeito de baixas temperaturas, culturas
embriogénicas desidratadas por 2 e 4 semanas foram transferidas para
temperaturas de 5°C (geladeira), 0°C (congelador) e -20°C (freezer) onde
permaneceram por periodos de 2 e 4 semanas, sendo em seguida
inoculadas em meio de cultura WPM suplementado com 116,8 mM de
glucose, 2,73 mM de glutamina, 2 g.L™ de Phytagel® e 121 mM de
sorbitol, na presenca 1,5 g.L™de carvdo ativado. Foram utilizadas 15
repeticdes por tratamento, sendo que cada repeti¢do possuia 5 indculos.
As porcentagens de embrides somaticos produzidos pela embriogénese
secundaria foram avaliadas semanalmente.

4.4.6. Efeito de luz e escuro sobre a embriogénese secundaria

Para testar o efeito da luz e do escuro, as culturas embriogénicas
desidratadas por 2 e 4 semanas foram transferidas para meio de cultura
WPM, suplementado com 58,4 mM de sacarose ou 116,8 mM de
glucose, 2,73 mM de glutamina, 2 g.L™de Phytagel® e 121 mM de
sorbitol, na presenca 1,5 g.L™ de carvdo ativado. As culturas foram
mantidas nas mesmas condigdes descritas no item 4.1, sendo que no
tratamento de escuro as culturas foram embrulhadas em papel aluminio.
Foram utilizadas 15 repeti¢fes por tratamento, sendo que cada repeticdo
possuia 5 indculos. As porcentagens de embriGes somaticos produzidos
pela embriogénese secundaria foram avaliadas ap6s 4 e 8 semanas de
cultivo.

4.4.7. Determinacao do teor de agua das culturas embriogénicas

Para determinacdo da massa fresca os embrides somaticos
foram pesados imediatamente apos serem retirados do meio de cultura
em seguida transferidos para placas de Petri, que foram mantidas em
estufa por 48 horas, a 85°C. O teor de &gua foi expresso em
porcentagem da massa fresca e em mg de dgua por mg de massa seca
(mg H,0 . g MS™) e determinado através da formula:

Teor de &4gua (% da massa fresca) = (massa fresca - massa seca)/massa
fresca x 100.
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4.5 CARACTERIZAGCAO HISTOQUIMICA DAS CULTURAS
EMBRIOGENICAS

4.5.1. Preparagdo das amostras

A analise histoquimica foi conduzida com quatro tipos de
materiais: 1- embrides secundarios originados a partir de estruturas
desidratadas produzidas a partir de culturas embriogénicas tipo
diferenciada 2; 2- estruturas globulares produzidas a partir das culturas
embriogénicas do tipo diferenciada 1; 3- estruturas cotiledonares iniciais
produzidas a partir de culturas embriogénicas do tipo diferenciada 2; 4-
embribes zig6ticos no estagio cotiledonar maduro. Amostras das
diferentes estruturas foram selecionadas e seccionadas transversalmente.
Os cortes foram processados para analises histoquimicas e morfologicas
em microscopia de luz de acordo com Schmidt (2009).

As amostras foram fixadas em solucdo de paraformaldeido 2,5 %
em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,2, durante 12 horas em cadmara a vacuo,
a temperatura de 4° C. Ap6s a fixacao, o material foi lavado em tampéo
fosfato, duas vezes, por 10 minutos em cada troca (Bouzon, 1993). Em
seguida, as amostras foram desidratadas em uma série de solucdes
aquosas de etanol em concentracdes crescentes (30%, 50%, 70%, 90% e
100%), com duas trocas de 15 minutos em cada concentracdo, &
temperatura ambiente. A seguir, foi feita a pré-infiltracdo das amostras,
com uma mistura de 1:1 de etanol a 100% e Historesina (Leica
Historesin, Heidelberg, Alemanha), durante 4 h, posteriormente o
material foi infiltrado em resina pura por 24 h. A inclusdo foi realizada
na mesma resina em histo-moldes com adicdo de polimerizador, a
temperatura ambiente, por 2-3 h (Arnold et al., 1975, modificado).

SecgOes com 5 um de espessura foram corados com diferentes
testes histoquimicos e investigados com o microscopio Epifluorescent
(Olympus BX 41) equipado com o sistema de captura Image Q Capture
Pro 5.1 Software (Qimaging Corporation, Austin, TX, Estados Unidos
da América).

4.5.2. Histoquimica

Os materiais foram submetidos aos seguintes testes
histoquimicos:
A) Azul de toluidina (AT-O). Este corante foi utilizado para identificar
polissacarideos &cidos através da reacdo de metacromasia. As laminas
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contendo as sec¢des foram tratadas com solucdo aquosa de AT-O 0,5%,
acidificada com HCI 1N para pH 3,0, por 30 segundos, lavadas em &gua
destilada e secas ao ar (Gordon & McCandless, 1973; McCully, 1970).
As laminas foram montadas com bélsamo do Canada.

B) Acido Periddico de Schiff (PAS). Foi utilizado para identificar a
presenca de polissacarideos neutros (amido e celulose). As sec¢des
foram oxidadas com solucéo aquosa de acido periddico a 1% durante 30
minutos, lavados em agua corrente e corados com reativo de Schiff por
30 minutos. Foram, entdo, lavados em agua corrente, secos ao ar e
montados com bélsamo do Canadéa (Gahan, 1984).

C) Azul brilhante de Coomassie (CBB). Este teste foi utilizado para
identificar a presenca de proteinas totais. As laminas contendo as
seccOes foram coradas por 24 h em CBB 0,02 % diluido em solucédo
etandlica acidificada de Clark, posteriormente foram lavadas na mesma
solucdo, seguido de &gua destilada e secas ao ar (Gahan, 1984). As
laminas foram montadas com balsamo do Canada.

4.6. ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram montados de acordo com o
delineamento estatistico completamente casualizado. Os resultados
obtidos foram analisados estatisticamente através do Teste-t e de andlise
de variancia simples ou multifatorial, seguido do teste de separacéo de
médias de Tukey, considerando um intervalo de confianga de 95% e
nivel de significancia de 5% (p<0,05). Quando pertinente, os dados em
porcentagem foram transformados em arcoseno da raiz quadrada da
porcentagem antes da realizacdo da andlise estatistica. Os célculos
foram realizados com o auxilio do software estatistico Statgraphics
versdo 7.0.
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5. RESULTADOS

5.1. CRESCIMENTO E ANALISES BIOQUIMICAS DAS CULTURAS
EMBRIOGENICAS SOMATICAS SECUNDARIAS

5.1.1. Determinacdo das curvas de dissimilagdo de carbono das
culturas embriogénicas de OCOTEA CATHARINENSIS em diferentes
fontes de carbono

A metodologia das curvas de dissimilacdo de acucar foi
utilizada para caracterizar o crescimento das culturas embriogénicas de
Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2. Como observado na Figura
11, o padrdo de crescimento apresentado pelas culturas embriogénicas
somaticas secundarias do tipo diferenciada 2, crescidas em meio WPM
suplementado com sacarose 58,4 mM, ap0s 29 dias, ndo apresentou uma
fase de crescimento mais lento, nos primeiros dias de cultivo (fase lag),
e sim um padrdo de crescimento linear, desde o inicio do cultivo, sendo
que apds o 20° dia o ritmo de crescimento foi reduzido, entrando as
culturas na fase estacionaria de crescimento. As culturas suplementadas
com sacarose apresentaram a dissimilacdo total de 0,025 g (Tabela 2).

As culturas embriogénicas mantidas em meio de cultura
suplementado com 116,8 mM de glucose apresentaram valor de
dissimilacdo igual de 0,008 g, em dois experimentos independentes. No
entanto é possivel notar diferentes padrdes de crescimento (Figuras 12 e
13). Na Figura 12 é possivel observar a fase lag, até o terceiro dia de
cultivo, seguida de uma fase exponencial que ocorreu do quarto ao sexto
dia, seguida de uma reducdo do crescimento, até o 13° dia e de uma
nova fase exponencial, entre 0 14° e 17° dia. Na Figura 13, um padrédo
diferente de dissimilacdo foi observado, sendo que a curva de
dissimilacdo ndo apresentou uma fase lag bem definida, havendo um
crescimento linear do 2° até o 13° dia, apds o que o ritmo de crescimento
foi reduzido até o 17° dia.
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Figura 11: Curva de dissimilacéo de carbono obtidas a partir da perda de massa
de culturas embriogénicas somaticas secundarias de Ocotea catharinensis do
tipo diferenciada 2, mantidas em meio de cultura WPM, semi-solido,
suplementado com 121 mM de sorbitol, 2,73 mM de glutamina e 58,4 mM de
sacarose, durante 29 dias de cultivo. (n=10)
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Figura 12: Curva de dissimilacéo de carbono obtidas a partir da perda de massa
de culturas embriogénicas somaticas secundarias de Ocotea catharinensis do
tipo diferenciada 2, mantidas em meio de cultura WPM, semi-sélido,
suplementado com 121 mM de sorbitol, 2,73 mM de glutamina e 116.8 mM de
lucose, durante 17 dias de cultivo. (n=10)
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Figura 13: Curva de dissimilacéo de carbono obtidas a partir da perda de massa
de culturas embriogénicas somaticas secundarias de Ocotea catharinensis do
tipo diferenciada 2, mantidas em meio de cultura WPM, semi-solido,
suplementado com 121 mM de sorbitol, 2,73 mM de glutamina e 116.8 mM de
lucose, durante 17 dias de cultivo. (n=10)
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Tabela 2: Valores de massa inicial, massa final e dissimilacdo total (massa
inicial — massa final) das culturas embriogénicas de Ocotea catharinensis do
tipo diferenciada 2, em meio de cultura WPM semi-sélido suplementado com
121 mM de sorbitol, 2,73 mM de glutamina, 58,4 mM de sacarose durante 29
dias ou 116,8 mM de glucose durante 17 dias.

Tratamento Massa Massa Dissimilacéo
inicial (g)* final (g)* total (g)*

58,4 mM Sacarose 0,322 0,297 0,025

116, 8 mM 0,737 0,729 0,008

Glucose'

116,8 MM Glucose® 0,777 0,769 0,008

? Valores sdo médias de 10 repeticdes.
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5.1.2 Determinacdo da concentracdo de Carotendides em
culturas embriogénicas de OCOTEA CATHARINENSIS

As concentragBes de carotenodides referentes aos tipos de
culturas embriogénicas (friavel, diferenciada 1, diferenciada 2) e
embriGes somaticos no estagio cotiledonar maduro estdo expressas na
Figura 14. Observa-se que os teores de carotendides diferiram
significativamente (Tukey p<0,05) entre os tipos de culturas
embriogénicas estudadas, que o tipo de cultura diferenciada 2
apresentou maior concentracdo de carotendides (1,71 £ 0,27 pug . g MS’
1), enquanto a cultura do tipo fridvel, apresentou concentracéo dez vezes
menor (0,17 + 0,05 pg . g MS™). Os embrides sométicos no estagio
cotiledonar maduro e as culturas do tipo diferenciado 1 apresentaram
concentragbes médias de carotendides que ndo diferiram
estatisticamente entre si (0,61 e 062 + 006 pg . g MS™
respectivamente).

Figura 14: Concentracio média de carotendides (ug . g MS™ # desvio padréo)
nos extratos metanol/cloroférmio, obtidos a partir de culturas embriogénicas de
Ocotea catharinensis dos tipos: friavel, diferenciada 1, diferenciada 2 e
embriGes somaticos no estagio cotiledonar maduro, cultivadas em meio de
cultura WPM suplementado com 58,4 mM de sacarose, 121 mM de sorbitol,
2,73 mM de glutamina, ap6s 4 semanas de cultivo. As letras diferentes indicam
diferencas significativas entre os tratamentos segundo o teste de Tukey
p<0,05).
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A andlise desta variavel em culturas embriogénicas do tipo
diferenciada 2, ao longo das semanas de cultivo (Figura 15) revelou que
a concentracdo média de carotendides totais foi de 0,014 ug . g MS™ o
na segunda semana de cultivo, sendo que esta concentracdo sobe para de
0,54 + 0,12 pg . g MS™ na terceira semana de cultivo se mantendo na
quarta semana (0,55 + 0,05 pug . g MS™). Quando a concentracéo é
avaliada na sexta semana de cultivo a concentracdo média de
caroten6ide apresenta diminuicdo (0,40 + 0,06 ug . g MS™), ndo
diferindo estatisticamente (Tukey = p<0,05) dos valores observados na
terceira e quarta semana de cultivo (Figura 15).

Figura 15: Concentragdo média de carotenoides (ug . g MS™ + desvio padréo)
nos extratos metanol/cloroférmio obtidos a partir de culturas embriogénicas de
Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, crescidas em meio de cultura
WPM suplementado com 58,4 mM de sacarose, 121 mM de sorbitol, 2,73 mM
de glutamina, ao longo das semanas de cultivo. As letras diferentes indicam
diferencas significativas entre os tratamentos segundo o teste de Tukey
p=<0,05).
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Nas culturas embriogénicas do tipo diferenciada 2
suplementadas com sacarose as maiores concentracbes médias de
carotenoides foi observada nas que possuem menor concentracdo do
actcar (58,4 mM) na presenca (1,12 pg . ¢ MS™) ou auséncia (0,96 pg .
g MS™Y) de glutamina (Figura 16). As culturas com 116,8 mM de
sacarose a concentracdo média diminuiu em relacdo ao tratamento
citado anteriormente, sendo que, as culturas suplementadas com
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glutamina apresentaram uma concentracdo média de carotendides maior
(0,61 pg . g MS™), do que na auséncia dessa fonte de nitrogénio (0,49
pg . g MS™). Os minimos teores foram observados nas culturas
crescidas com 87,6 mM de sacarose, que possuiam concentracfes
préximas a zero quando na presenca de glutamina (0,01 pg . g MS'lz e
na auséncia de glutamina a concentracdo média foi de 0,26 pg . g MS™.

Figura 16: Concentragio média de carotendides (g . g MS™+ desvio padréo)
nos extratos metanol/cloroférmio obtidos a partir de culturas embriogénicas de
Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, cultivadas em meio de cultura
WPM suplementado com 58,4 mM, 87,6 mM ou 116.8 mM de sacarose, 121
mM de sorbitol, na auséncia ou na presenca de 2,73 mM de glutamina, apés 4
semanas de cultivo. As letras diferentes indicam diferencas significativas entre
os tratamentos segundo o teste de Tukey (p<0,05).
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Para as culturas embriogénicas do tipo diferenciada 2 contendo
glucose como fonte de carbono (Figura 17), detectou-se que as
concentracdes deste monossacarideo e a suplementacdo ou ndao do meio
de cultura com glutamina néo influenciaram os teores de carotendides
nos embrides somaticos. Onde as culturas suplementadas com 58,4 mM
de glucose na auséncia apresentaram concentracdo média de
carotendides de 0,50 + 0,04 ug . g MS™ e na presenca de glutamina 0,43
+ 009 pug . g MS?, e, as culturas suplementadas com 87,6 mM de
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glucose na auséncia e na presenca de glutamina, obtiveram 0,55 + 0,02 e
0,56 + 0,10 pug . g MS™, respectivamente. J4 o valor maximo foi
observado nos cultivos contendo glucose 116,8 mM e glutamina (0,61
ng . g MS?) e de 0,50 + 0,07 pg . g MS™ quando na auséncia de
glutamina (Figura 17).

Figura 17: Concentragdo média de carotendides (ug . g MS™ + desvio padrao)
nos extratos metanol/cloroférmio obtidos a partir de culturas embriogénicas de
Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, crescidas em meio de cultura
WPM suplementado com 58,4 mM, 87,6 mM ou 116,8 mM de glucose, 121
mM de sorbitol, na auséncia ou na presenca de 2,73 mM de glutamina, ap6s 4
semanas de cultivo. As letras diferentes indicam diferencas significativas entre
os tratamentos segundo o teste de Tukey (p<0,05).
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5.1.3 Determinacédo da concentracdo de Compostos Fenolicos em
culturas embriogénicas de OCOTEA CATHARINENSIS

As concentracbes de compostos fendlicos nas culturas
embriogénicas dos tipos fridvel, diferenciada 1, diferenciada 2 e nos
embribes sométicos no estdgio cotiledonar maduro, foram
significativamente diferentes (Figura 18), onde o tipo fridvel
aprensentou uma concentracdo média de compostos fenolicos de 1,09 pg
. g MS™, o diferenciado 1 apresentou 6,38, enquanto o diferenciado 2
apresentaram duas vezes essa concentracdo (12,96 pg . g MS™), do
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mesmo modo os embriBes somaticos do tipo cotiledonar apresentaram
uma concentracéo média de compostos fendlicos de 25,03 pg . g MS™.

J4 quando as concentracdes de compostos fendlicos sdo
observadas ao longo das semanas em culturas embriogénicas do tipo
diferenciado 2, ndo ha diferencas significativas entre os tempos de
cultivo (2 semanas = 8,34 £ 0,09; 3 sem. = 8,34 £ 0,05; 4 sem. = 8,98 £
0,12; 6 sem. = 8,13 + 2,79 pg . g MS™) (Figura 23).

Figura 18. Concentragio média de compostos fendlicos totais (ug . g MS™ +
desvio padrdo) nos extratos metanol/cloroférmio obtidos a partir de culturas
embriogénicas de Ocotea catharinensis dos tipos: fridvel, diferenciada 1,
diferenciada 2 e de embriGes somaticos no estdgio cotiledonar maduro,
cultivadas em meio de cultura WPM suplementado com 58,4 mM de sacarose,
121 mM de sorbitol, 2,73 mM de glutamina, ap6s 4 semanas de cultivo. As
letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos segundo
o teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 19: Concentragdo média de compostos fenolicos totais (ug . g MS™ +
desvio padrdo) nos extratos metanol/cloroférmio obtidos a partir de culturas
embriogénicas de Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, crescidas em
meio de cultura WPM suplementado com 58,4 mM de sacarose, 121 mM de
sorbitol, 2,73 mM de glutamina, ao longo do periodo de cultivo. As letras
diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos segundo o teste
de Tukey (p=<0,05).
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A presenca de glutamina combinada com 58,4 mM de sacarose
promoveu significativamente a producdo de compostos fenélicos (23,54
+ 4,56 pg . g MS™) pelas culturas embriogénicas tipo diferenciada 2.
Quando avaliada as concentracbes médias de fendlicos totais utilizando
sacarose como fonte de carbono na presenca ou auséncia de glutamina
(Figura 20) foi observado que na auséncia de glutamina os valores sdo
semelhantes independente da concentracdo deste acucar (58,4 mM =
13,98 + 2,28; 87,6 mM = 13,55 + 1,13; 1168 MM = 12,28 + 283 nug . g
MS™). As culturas contendo glutamina nas concentracdes 87,6 mM e
116,8 mM apresentaram quantidades menores de compostos fenolicos
totais (10,12 + 1,47 €818 + 1,03 pug . g MS?, respectivamente), em

relagdo as mesmas concentragdes quando na auséncia desta fonte de
nitrogénio, nao diferindo estatisticamente.

Concentragdao média de compostos
fendlicos totais (ug . g MS™?)




47

Figura 20: Concentragdo média de compostos fenolicos totais (ug . g MS™ seca
+ desvio padrdo) nos extratos metanol/cloroférmio obtidos a partir de culturas
embriogénicas de Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, cultivadas em
meio de cultura WPM suplementado com 58,4 mM, 87,6 mM ou 116,8 mM de
sacarose, 121 mM de sorbitol, na auséncia ou na 2,73 mM de glutamina, ap6s 4
semanas de cultivo. As letras diferentes indicam diferencas significativas entre
os tratamentos segundo o teste de Tukey (p<0,05).
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Nas analises realizadas com as culturas embriogénicas do tipo
diferenciada 2, cultivadas em meios de culturas suplementados com
glucose (Figura 21) aquelas crescidas na auséncia glutamina
apresentaram concentracdes de compostos fendlicos significativamente
maiores, (58,4 mM = 19,92 + 250 e 116,8 mM = 21,05+ 1,80 pg . g
MS™). Quando na presenca de glutamina as concentragbes médias de
compostos fendlicos totais ndo diferem estatisticamente (58,4 mM =
13,65 + 1,40; 116,8 mM = 13,23 + 1,36 pug . g MS™) (Tukey p<0,05). Ja
guanto a concentracdo média, 87,6 mM na auséncia de glutamina,
apresenta concentracdo de compostos fendlicos totais ligeiramente
maior (9,88 + 1,12 pg . g MS™) do que na presenca (8,55 + 1,03 pg . g
MS™) (Figura 21).
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Figura 21: Concentragdo média de compostos fenolicos totais (ug . g MS™ +
desvio padrdo) nos extratos metanol/cloroférmio obtidos a partir de culturas
embriogénicas de Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, cultivados em
meio de cultura WPM suplementado com 58,4 mM, 87,6 mM ou 116,8 mM de
glucose, 121 mM de sorbitol, na auséncia ou na 2,73 mM de glutamina, ap6s 4
semanas de cultivo. As letras diferentes indicam diferencas significativas entre
os tratamentos segundo o teste de Tukey (p<0,05).
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Verifica-se, na Figura 22 que, quando analisadas as quantidades
médias de compostos fendlicos totais em culturas embriogénicas do tipo
diferenciado 2 cultivadas em meios de culturas contendo diferentes
fontes de acucar alcool (manitol, sorbitol) e presenca e auséncia de
diferentes fontes de nitrogénio (glutamina, prolina), que somente a
combinagdo de sorbitol com glutamina promoveu significativamente a
producao de compostos fendlicos (23,54 + 4,55 pg . g MS™), em relacéo
aos demais tratamentos. Nestes tratamentos as concentracfes de
compostos fenolicos variaram entre 10,09 + 0,55 (sorbitol + prolina) e
12,86 * 4,55 (manitol).
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Figura 22: Concentragdo média de compostos fenolicos totais (ug . g MS™ +
desvio padrdo) nos extratos metanol/cloroférmio obtidos a partir de culturas
embriogénicas de Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, cultivadas em
meio de cultura WPM suplementado com 58,4 mM de sacarose, 121 mM de
sorbitol ou manitol, 2,73 mM de glutamina ou prolina, apés 4 semanas de
cultivo. As letras diferentes indicam diferencas significativas entre o0s
tratamentos segundo o teste de Tukey (p<0,05).
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5.1.4 Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos - Inibicdo
do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) em culturas
embriogénicas de OCOTEA CATHARINENSIS

Os extratos obtidos a partir de culturas embriogénicas do tipo
diferenciado 2, ao longo das semanas de cultivo, foram testados quanto
a capacidade de inibir o radical DPPHe.. Como pode ser observado na
Tabela 3, a inibicdo do radical livre DPPH-« pelas culturas embriogénicas
de Ocotea catharinensis ao longo das semanas de cultivo ¢ maior na
guarta semana, seguido da terceira semana de cultivo. As culturas
embriogénicas do tipo diferenciado 2, ao longo das semanas apresentam
uma correlagdo fortemente positiva (0,99) entre a concentracdo de
compostos fendlicos e inibigdo do radical DPPHs.
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Tabela 3: Inibicdo do radical DPPH dos extratos MeOH 80% das culturas
embriogénicas de Ocotea catharinensis ao longo do tempo de cultivo (2, 3,4 e
6 semanas).

Periodo de cultivo % inibic&o do radical DPPH?

2 33,78 +5,75°
3 36,79 + 12,28 @
4 49,74 + 6,98 °
6 29,04 + 5,56 2

® Valores médios + desvio padrdo de 3 repeticGes. Letras diferentes na coluna
indicam diferencas significativas entre os tratamentos de acordo com o teste de
Tukey (p<0,05).

Os extratos dos diferentes tipos de culturas embriogénicas
(friavel, diferenciado 1, diferenciado 2) e embrifes somaticos no estagio
cotiledonar maduro, quando testados frente a sua capacidade de inibi¢&o
do radical livre DPPHe (Tabela 4) indicaram que as culturas do tipo
friavel apresentaram inibicdo do radical livre significativamente maior
(15,26 + 3,57%).

O BHT, controle positivo utilizado para comparagdo da
atividade antioxidante dos extratos apresentou porcentagem de inibigdo
do radical DPPH a 0,05 mg.mL™ de 85,51 + 2,02% e 0,1 mg.mL™ de
91,21 £ 0,91%.

Tabela 4: Inibicdo do radical DPPH pelo extrato MeOH 80% de culturas
embriogénicas Ocotea catharinensis dos tipos fridvel, diferenciada 1,
diferenciada 2 e de embrides somaticos no estagio cotiledonar maduro, apds 4
semanas de cultivo.

Tipo de cultura embriogénica  Inibicdo do radical DPPH (%)%

Friavel 15,26 + 3,57 ¢
Diferenciado 1 268+1,12°
Diferenciado 2 7,50 + 0,47 "

Embrido somatico cotiledonar 2,98 + 2,61°
? Valores médios * desvio padrdo de 3 repetices. Letras similares na coluna
ndo indicam diferengas significativas entre os tratamentos de acordo com o teste
de Tukey (p=<0,05).
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5.1.5 Espectroscopia vibracional de infravermelho médio (FT-
IR) em culturas embriogénicas de OCOTEA CATHARINENSIS

Os perfis espectrais obtidos a partir dos dados obtidos através
da espectroscopia vibracional de infravermelho médio por transformada
de Fourier (FT-IR) foram comparados através da sobreposicdo dos
mesmos conforme as caracteristicas do material de origem. A literatura
costuma classificar os picos subjetivamente como fracos, moderados ou
intensos quanto ao seu tamanho, porém, a condicdo de aquisicdo de
espectros no presente trabalho ndo foi de forma quantitativa, sendo
possivel somente determinar similaridades entre os extratos A Tabela 5

apresenta os principais sinais espectrais (onda.cm ) detectados nos
extratos e os grupos funcionais dos constituintes respectivos.
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Tabela 5: Sinais espectrais de FT-IR (onda.cm'l) das amostras de embribes
somaticos de Ocotea catharinensis.

Sinal Grupo Funcional

2924 metil (-CH3) e/ou metileno (CHZ)

2854 metil (-CH3) e/ou metileno (CHZ)

1743 C=0 de acidos ou acetil

1685 C=0 de cetonas

1645 C=0 de aminas

1585 C=C aromatico

1542 NH2 de aminas

1520 N-O de nitro compostos

1450 C=C aromatico

1419 OH de &cidos carboxilicos ou de C-H

1380 C-CHj;-

1235 C-OH éteres - aromatico

1130 C-0, C-C, C-0-C (ligagéo glicosidica)

1076 C-0, C-C, C-0-C (ligagao glicosidica)

1054 C-0 de alcobis primarios

1012 deformacdo axial do grupo C-O e deformagéo angular
do grupo OH

990 deformacdo axial do grupo C-O e deformagéo angular
do grupo OH

930 C-H (carbono anomérico a da D-glucose)

856 C-H (carbono anomérico a da D-glucose)

762 vibracdo simétrica do anel dos acglcares

706 C=CH de compostos aromaticos

587 C-Cl de cloroalcanos

A Figura 23 apresenta os espectros referentes aos extratos
obtidos das culturas embriogénicas do tipo diferenciada 2 , cultivadas
em meio de cultura WPM suplementado com sacarose em trés
concentracgdes (58,4 mM; 87,6 mM; 116,8 mM) na presenca ou auséncia
de glutamina, por quatro semanas. Os extratos analisados apresentaram
perfis espectroscopicos semelhantes, formando bandas nas mesmas
regides de comprimento de onda, diferindo apenas nos valores e no
ponto especifico na formacdo dos picos (Tabela 6). A analise dos
espectros revelou sinais associados a presenca de lipidios (2924, 2853,
1740 ondas.cm™), proteinas (1650-1500 ondas.cm™), carboidratos



53

(1200-950 ondas.cm™) e picos na regido que compreende 0s compostos
de origem aromatica (2000-1700 e 800-600 ondas.cm™).

Figura 23: Espectros de FT-IR (3000 — 500 ondas.cm™) dos extratos metanol:
cloroférmio de culturas embriogénicas de Ocotea catharinensis do tipo
diferenciada 2, crescidas em meio de cultura WPM suplementado com sacarose
como fonte de carbono nas concentragdes 58,4 mM, 87,6 mM e 116 mM, na
presenca ou auséncia de glutamina como fonte de nitrogénio. As cores dos
espectros se referem aos tratamentos: 58,4 mM;

87,6 mM + glutamina; 116, 8 mM + glutamina.
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Tabela 6: Valores de nimero de ondas onde ocorreu a formagédo de picos de
absorbancia na espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) (3000 — 500 ondas.cm™) dos extratos metanol:cloroférmio de culturas
embriogénicas cultivadas em meio de cultura WPM suplementado com sacarose
como fonte de carbono nas concentracdes 58,4 mM, 87,6 mM e 116 mM na
presenca ou auséncia de glutamina como fonte de nitrogénio.

Tratamento NGmero de ondas (cm™)

58,4 mM; 2925,8; 2853,47; 1743,52; 1597,91,; 1516,9; 1457,11,;
1417,58; 1380,93; 1235,32; 1075,24; 1054,98;
926,73; 876,58; 823,54, 777,26

58,4 mM + 2923,81; 2852,51; 1737,74; 1595,98; 1516,9; 1462,9;
glutamina 1410,83; 1227,6; 1055,95; 925,76; 719,4; 588,25
87,6 mM 2924,83; 2853,47; 1740,63; 1616,23;

1515,94,1455,18; 1415,65; 1235,32; 1055,95;
926,73; 777,26, 699,14, 630,68; 601,75

87,6 mM + 2927,73; 2854,44; 1740,63; 1595,98; 1517,87;

glutamina 1407,93; 1262,32; 1077,16; 1054,02; 926,73; 870,8;
827,4; 778,22; 628,75

116,8 mM 2930,62; 2853,47; 1589,23; 1517,87; 1446,51,

1408,9; 1077,16; 1053,06; 1029,91; 926,73; 869,83;
830,29; 778,22; 624,89
116, 8 mM + 2922,91; 2852,51; 1740,63; 1595,98; 1454,22;
glutamina 1413,72; 1238,21; 1130,2; 1054,02; 999,05; 926,73;
870,8; 777,26; 631,64; 596,92

A Figura 24 apresenta o padrdo espectroscopico das culturas
embriogénicas do tipo diferenciada 2 crescidas em meio WPM
suplementado com glucose em trés concentragdes, 58,4 mM, 87,6 mM,
116,8 mM, adicionados ou ndo de glutamina. E possivel observar que a
cultura embrionaria crescida em meio WPM com 58,4 mM de glucose
sem a adicdo de glutamina e 116,8 mM também sem glutamina foram as
Unicas que ndo apresentaram um pico bem pronunciado na regido de
2850 ondas.cm™ (Tabela 7). Os picos obtidos a partir das culturas
suplementadas com glucose (Figura 24) se assemelham com o0s obtidos
nas culturas crescidas em meio de cultura suplementado com sacarose
(Figura 23), principalmente nas regifes relacionadas aos metabdlitos
primarios, lipidios (2924, 2853, 1740 ondas.cm™), protefnas (1650-1500
ondas.cm™), carboidratos (1200-950 ondas.cm™).
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Figura 24: Espectros de FT-IR (3000 — 500 ondas.cm™) dos extratos
metanol:cloroférmio de culturas embriogénicas de Ocotea catharinensis do tipo
diferenciada 2, crescidas em meio de cultura WPM suplementado com glucose
como fonte de carbono nas concentragdes 58,4 mM, 87,6 mM e 116 mM na
presenca ou auséncia de glutamina como fonte de nitrogénio. As cores dos
espectros se referem aos tratamentos: ; 58,4 mM + glutamina; 87,6
mM; 87,6 mM + glutamina; 116,8 mM;
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Tabela 7: Valores de nimero de ondas onde ocorreu a formagdo de picos de
absorbancia na espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) (3000 — 500 ondas.cm-1) dos extratos metanol:cloroférmio de culturas
embriogénicas de Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, crescidas em
meio de cultura WPM suplementado com glucose como fonte de carbono nas
concentragBes 58,4 mM, 87,6 mM e 116 mM na presenca ou auséncia de
glutamina como fonte de nitrogénio.

Tratamento Nimero de ondas (cm™)

58,4 mM; 2937,37; 1595,01; 1517,87; 1407,93; 1263,28;
1080,06; 1054,98; 927,69; 873,69; 827,4; 776,29;
672,14

58,4 mM + 2922,91; 2852,51; 1735,81; 1598,87; 1515,94;

glutamina 1454,22; 1419,5; 1379,97; 1269,07; 1238,21;

1077,16; 1052,09; 928,66, 889,12; 822,58; 773,4;
714,57, 630,68; 587,28

87,6 mM 292291, 2852,51; 1741,59; 1595,98; 1517,87;
1461,94; 1415,65; 1379; 1231,46; 1138,88; 1071,38;
1056,91; 926,73; 874,65; 832,22, 720,36

87,6 mM + 2926,76; 2854,44; 1733,88; 1635,52; 1597,91,

glutamina 1516,9; 1451,33; 1413,72; 1239,17; 1078,13;
1055,95; 925,76; 869,83; 820,65; 777,26; 702,04,
637,04

116,8 mM 2936,41; 1584,41; 1518,83; 1449,4; 1406,97;
1266,17; 1079,09; 1051,13; 926,73; 872,73; 776,29;
670,21

116, 8 mM + 2925,8; 2852,51; 1737,74; 1694,34; 1641,3; 1581,51;

glutamina 1517,87; 1462,9; 1410,83; 1386,72; 1231,46;

1078,13; 1054,02; 926,73; 889,12; 719,4; 589,21

Com relagdo aos espectros apresentados na Figura 25 e Tabela
8, todas as culturas embriogénicas apresentaram picos na regido que
compreende carboidratos (1200-950 ondas.cm™). No entanto, a cultura
embriogénica friavel foi a Unica a apresentar picos nas trés regides
referentes a lipidios (2920, 2850, 1740 ondas.cm™). Os embrides
somaticos cotiledonares maduros apresentaram varios picos nas regides
gue compreendem compostos de origem aromatica (2000-1700 e 800-
600 ondas.cm™), enquanto culturas embriogénicas do tipo diferenciado
1 ndo apresentou picos definidos nessas regies (Tabela 8).
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Figura 25: Espectros de FT-IR (3000 — 500 ondas.cm™) dos extratos
metanol:cloroférmio de culturas embriogénicas de Ocotea catharinensis dos
tipos friavel, diferenciado 1, diferenciado 2 e embrides somaticos no estagio
cotiledonar, cultivados em meio de cultura WPM suplementado com sacarose
58,4 mM, ap6s 4 semanas de cultivo. As cores dos espectros referem-se as
culturas embriogénicas: Friavel; Diferenciado 1 ; ; Embrido
somatico cotiledonar.
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Tabela 8: Valores de nimero de ondas onde ocorreu a formagdo de picos de
absorbancia na espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FT-IR) (3000 — 500 ondas.cm™) dos extratos metanol:cloroférmio de culturas
embriogénicas de Ocotea catharinensis dos tipos fridvel, diferenciada 1,
diferenciada 2 e embriGes somaticos no estagio cotiledonar maduros, cultivados
em meio de cultura WPM suplementado sacarose 58,4 mM, apds 4 semanas de
cultivo.

Tipo de cultura Numero de onda (cm™)
embriogénica
Friavel 2919,05; 2850,58; 1735,81; 1626,84; 1575,73;

1453,26; 1409,86; 1225,67; 1080,06; 1046,31,
928,66, 889,12; 644,18

Diferenciado 1 2929,66; 1584,41; 1406,97; 1079,09; 1050,16;
927,69; 875,62; 677,93; 625,85
Diferenciado 2 2929,66; 1574,76; 1407,93; 1079,09; 1054,02;

1000,98; 925,76; 869,83; 827,4; 778,22; 669,25
Embrido soméatico  2933,51; 1593,08; 1517,87; 1407,93; 1264,25;
cotiledonar 1077,16; 1054,02; 926,73; 870,8; 829,33;
777,26; 673,11; 630,68

A Figura 26 apresenta os perfis espectrais de culturas
embriogénicas do tipo diferenciada 2, obtidos ao longo das semanas de
cultivo. Como observado nos espectros analisados anteriormente, houve
picos pronunciados nas regides relativas a produtos do metabolismo
primario (lipidios, proteinas e carboidratos). Onde as culturas com trés
semanas apresentaram o menor nimero de picos pronunciados (12),
enquanto as culturas com seis semanas apresentaram 16 picos. Além
disso, como observado na Tabela 9, culturas com 3 semanas néo
apresentaram picos pronunciados na faixa espectral referente a lipidios
(2924, 2853, 1740 ondas.cm™), e culturas com 4 semanas apresentaram
apenas 1 pico pronunciados na regido espectral referente aos
carboidratos (2000-1700) e um pico na regido referente a compostos de
origem aromatica (800-600 ondas.cm™).
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Figura 26: Espectros de FT-IR (3000 — 500 ondas.cm™) dos extratos
metanol:cloroférmio de culturas embriogénicas de Ocotea catharinensis do tipo
diferenciada 2, cultivadas em meio de cultura WPM suplementado com
sacarose 58,4 mM, apos 2, 3, 4 ou 6 semanas de cultivo. As cores dos espectros
referem-se aos tratamentos: ; 3 semanas; 4 semanas; 6 semanas.
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Tabela 9: Valores de nimero de ondas onde ocorreu a formagdo de picos de
absorbancia na espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FT-IR) (3000 — 500 ondas.cm™) dos extratos metanol:cloroférmio de culturas
embriogénicas de Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, cultivadas em
meio de cultura WPM suplementado com sacarose 58,4 mM, ap6s 2, 3, 4 ou 6
semanas de cultivo.

Tempo de NGmero de onda (cm™)

cultivo

(semanas)

2 2924,83; 2853,47; 1735,81; 1574,76; 1517,87;

1455,18; 1408,9; 1258,46; 1076,2; 1054,02; 925,76;
775,33; 633,57

3 2935,55; 1580,55; 1517,87; 1408,9; 1264,25;
1076,2; 1052,09; 925,76; 872,73; 777,26, 631,64,
589,21

4 2923,87; 2852,51; 1741,59; 1695,3; 1642,27;

1588,26; 1516,9; 1462,9; 1414,68; 1383,82;
1231,46; 1079,09; 1053,06; 926,73; 889,12; 720,36
6 2924,83; 2852,51; 1729,06; 1636,48; 1619,12;
1519,9; 1453,26; 1414,68; 1238,21; 1101,31;
1057,24, 1053,06; 1031,84, 925,76, 818,72; 776,29

5.1.6 Espectrofotometria de varredura UV-Vis em culturas
embriogénicas somaticas secundarias de OCOTEA CATHARINENSIS

Os dados obtidos a partir da espectrofotometria de varredura
UV-Vis foram submetidos a analise de componentes principais (PCAS),
visando o agrupamento das amostras em funcdo da similaridade da
composicdo quimica. Em todas as analises realizadas foi possivel
observar que a janela espectral responsavel pela distribuicdo das
amostras ao longo dos eixos foi de 290 a 358 nm, tipica de compostos
fendlicos.

A dispersdo das variaveis projetadas de forma bidimensional
nos eixos PC1 e PC2 para as para as culturas embriogénicas dos tipos
friavel, diferenciadol, diferenciado 2 e para os embrides somaticos no
estéagio cotiledonar maduro, é observada na Figura 27. Os dois primeiros
componentes principais (PC1 e PC2) contribuiram para explicar 99,31%
da variancia presente nos dados. Assim, pode se observar uma clara
separacao entre as culturas embriogénicas do tipo diferenciado 2 em
PC1 e PC2 (+) e embrides somaticos cotiledonar maduro em PC1(-). As
culturas embriogénicas do tipo friavel e diferenciado 1 foram agrupadas
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em PC1 (+) e PC2 (). As janelas espectrais (nm) de maior influéncia
para a distribuicdo no PCA foram 290-336 mm possuindo correlacéo
positiva com PC1, e 290-300 nm que mostraram correlacdo negativa
com PC2.

Figura 27: Distribuicdo fatorial de PC1 e PC2 para os dados obtidos na
espectrofotometria de varredura UV-Vis dos extratos obtidos a partir de culturas
embriogénicas de Ocotea catharinensis dos tipos fridvel (FR), diferenciada 1
(DF1), diferenciada 2 (DF2) e embrifes somaticos no estagio cotiledonar (ESc),
crescidas em meio de cultura WPM suplementado com 58,4 mM de sacarose,
121 mM de sorbitol, 2,73 mM de glutamina, ap6s 4 semanas de cultivo.

0097 DF2
0.07+ u

0.05+

AESc 0021

| |
I I I I I I
)12 -0.09 -0.07 -0.05 -0.02 0.02 9.05 0.07 0.09
0027 DF1
-0.051

PC2 (2,058%)

-0.07+ Ay
009+ FR
-0.121
PC1 (97,26%)

A Figura 28 apresenta as informacGes geradas com a andlise de
PCA para os perfis espectrais das culturas embriogénicas do tipo
diferenciada 2, ao longo das semanas de cultivo (2,3,4 e 6 semanas). O
célculo de PCA resolveu 99,44% da variabilidade amostral. As culturas
embriogénicas crescidas por 2 e 6 semanas aparecem agrupados em PC1
(-). As culturas embriogénicas do tipo diferenciada 2 crescidas por 4
semanas aparecem separados em PC2 (+) apresentando as maiores
absorbancias nos comprimentos de onda de 304 a 312 nm e os embrides
crescidos por 3 semanas em PCL (+), que apresentaram as maiores
absorbancias nos comprimentos de onda de 290 a 304 nm e de 314 a
340mm.
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Figura 28: Distribuicdo fatorial de PC1 e PC2 para os dados obtidos na
espectrofotometria de varredura UV-Vis dos extratos obtidos a partir de culturas
embriogénicas de Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, crescidas em
meio de cultura WPM suplementado com 58,4 mM de sacarose, 121 mM de
sorbitol, 2,73 mM de glutamina, ao longo das semanas de cultivo: 2 semanas
(2s), 3 semanas (3s), 4 semanas (4s), 6 semanas (6s).
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A Figura 29 mostra os resultados de PCA obtidos para as
culturas embriogénicas do tipo diferenciada 2, crescidas em meio de
cultura contendo sacarose, nas concentracdes de 58,4 mM, 87,6 mM, ou
116,8 mM, na presenca ou nao de glutamina como fonte de nitrogénio,
onde PC1 e PC2 explicaram 99,38% da variancia dos resultados. A
janela espectral de 290-370 nmm apresentou maior influencia na
distribuicéo ao longo de PC1 e PC2.

Como é possivel observar na Figura 29, a PCA ndo apresentou
agrupamentos claros entre os tratamentos, no entanto, cabe ressaltar que
0s tratamentos 58,4 mM com adi¢do de glutamina (PC1 + e PC2 -) e
87,6 mM sem adicdo de glutamina (PCl1+) permaneceram bem
distanciados dos demais tratamentos, sendo estes os tratamentos que
apresentaram maiores picos de absorbancia entre 326 e 358 nm.
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Figura 29: Distribuicdo fatorial de PC1 e PC2 para os dados obtidos na
espectrofotometria de varredura UV-Vis dos extratos obtidos a partir de culturas
embriogénicas de Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, cultivadas em
meio de cultura WPM suplementado com sacarose, nas concentragdes 58,4 mM,
87,6 mM e 116,8 mM, na presenca ou auséncia de glutamina (2,73 mM), apés 4
semanas de cultivo.
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Para as culturas embriogénicas diferenciadas do tipo 2 crescidas
em concentracfes de glucose com e sem glutamina (Figura 30), pode se
observar 0 agrupamento das amostras ao longo de PC1 (+), com exce¢do
do tratamento com 58,4 mM de glucose com glutamina, que aparece em
PC1 (-). A soma dos dois primeiros PC explicou 99,28% a variabilidade
dos dados. A janela espectral compreendida entre 290-354 foi
correlacionada positivamente com PCl e entre 324-352 mm
positivamente com PC2.
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Figura 30: Distribuicdo fatorial de PC1 e PC2 para os dados obtidos na
espectrofotometria de varredura UV-Vis dos extrato obtidos a partir de culturas
embriogénicas de Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, cultivadas em
meio WPM suplementado com glucose, nas concentragfes 58,4 mM, 87,6 mM
e 116,8 mM, na presenga ou auséncia de glutamina (2,73 mM), ap6s 4 semanas
de cultivo.
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A analise de PCA feita para as culturas embriogénicas do tipo
diferenciado 2, crescidas em meio de cultura com variagdo nas fontes de
acucar alcool (sorbitol e manitol) na presenga ou auséncia de fontes de
nitrogénio (prolina e glutamina) apresentou dois agrupamentos (Figura
31) onde o primeiro agrupamento (PC1 -) é formado pelos tratamentos
com sorbitol com glutamina, manitol e manitol com prolina e 0 segundo
grupamento (PC1+) é formado pelos tratamentos com sorbitol, sorbitol
com prolina e manitol com glutamina. Embora a janela espectral que
tenha contribuido para estes agrupamentos esteja entre 290-344 nm,
foram observadas maiores absorbancia neste intervalo para o segundo
agrupamento.
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Figura 31: Distribuicdo fatorial de PC1 e PC2 para os dados obtidos na
espectrofotometria de varredura UV-Vis dos extratos obtidos a partir de culturas
embriogénicas de Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, cultivadas em
meio de cultura WPM suplementado com sacarose 58,4 mM, 121 mM sorbitol
ou 121 mM manitol, na auséncia ou na presenca de 2,73 mM de glutamina ou
prolina, apds 4 semanas de cultivo.
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5.2. EMBRIOGENESE SOMATICA SECUNDARIA EM CULTURAS
EMBRIOGENICAS DE OCOTEA CATHARINENSIS

5.2.1. Efeito do tempo de desidratacdo sobre a embriogénese
somatica secundaria

Na Figura 32 estdo ilustrados varios exemplos de embriogénese
somatica secundaria a partir de estruturas embriogénicas de Ocotea
catharinensis oxidadas, desidratadas ou encapsuladas em alginato.
Observa-se que os embrides secundarios surgem a partir dos tecidos dos
embribes somaticos, mesmo estando estes oxidados (Figuras 32 A, D, F,
G), encapsulados em alginato (Figuras 32 C, E) ou desidratados (B).
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Figura 32: Embriogénese somatica secundaria em Ocotea catharinensis a partir
de embrides somaticos oxidados (A, D, F, G), encapsulados em alginato de
sodio (C,E) e desidratados (B). As setas indicam embrifes somaticos no estagio
cotiledonar inicial, ou mais desenvolvidos, produzidos a partir de embriGes
somaticos oxidados (observar a coloragdo escura), encapsulados ou
desidratados.
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Os resultados dos experimentos realizados para investigar a
capacidade de embriogénese somatica secundaria, a partir das estruturas
produzidas pelas culturas embriogénicas de O. catharinensis do tipo
diferenciada 2, apés diferentes tempos de desidratacdo, indicam que, no
periodo de avaliagdo de quatro semanas, no tratamento com uma semana
de desidratacdo, a taxa de embriogénese secundaria foi de 98,35% mas
ndo diferiu estatisticamente da observada no tratamento com duas
semanas de desidratacdo (67,77%), sendo ambas, contudo, superiores as
observadas para trés (14,75%) e quatro (0%) semanas de desidratacdo
(Figura 33). Entretanto, a partir do intervalo de avaliacdo de oito
semanas foram detectadas diferencas estatisticas entre todos os
tratamentos e a taxa maxima de embriogénese secundaria obtida para o
tratamento de uma semana de desidratacdo (98,35%) foi
significativamente superior as obtidas nos demais tratamentos,
respectivamente, 88,66%, 63,68% e 12,72%, para duas, trés e quatro
semanas de desidratacéo.

Figura 33: Porcentagem de embriogénese secundaria em culturas
embriogénicas de Ocotea catharinensis submetidas & desidratacdo por 1, 2, 3 e
4 semanas, ap0s 12 semanas de cultivo em meio de cultura padrdo WPM
suplementado com sacarose 58,4 mM, 121 mM de sorbitol, 2,73 mM de
glutamina, 1,5 g.L™ de carvdo ativo e 2 g.L" de Phytagel. Médias de vinte
repeticOes seguidas por letras diferentes, em cada periodo de avaliacdo, diferem
significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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Observa-se ainda, na Figura 33, que as culturas desidratadas por
duas semanas apresentaram o0 valor maximo de 88,66% de
embriogénese secundaria, ja na oitava semana de cultivo, enquanto que
nas culturas embriogénicas desidratadas durante trés semanas houve um
atraso na iniciagdo da embriogénese secundaria, e a maior taxa de
embriogénese secundéaria alcancada neste tratamento foi 63,68%, no
periodo de avaliacdo de doze semanas. Nas culturas embriogénicas
desidratadas durante quatro semanas foi observada uma baixa taxa de
embriogénese secundaria, ndo ultrapassando 12,72%. Nas culturas
embriogénicas desidratadas por cinco semanas ndo foi detectada
embriogénese secundaria.

Na Figura 34 estdo representados os valores de teor de agua das
culturas embriogénicas de Ocotea catharinensis recém retiradas do meio
de cultura (0) e ao longo das cinco semanas de desidratacdo. Embrides
recém retirados do meio de cultura apresentam em média 9,5 mg H,0 .
mg MS™, e 90,27% de agua. Conforme o demonstrado na Tabela 10,
apo6s uma semana de desidratacdo houve a diminuicdo de 5,98% no teor
de agua. Na segunda e terceira semana o0 teor de agua se mantém
semelhante, sendo que da terceira para a quarta semana de desidratacdo,
o0 teor de agua diminui drasticamente, aproximadamente 2,8 mg H,O .
mg MS™ (Tabela 10). O teor de 4gua na quinta semana se assemelha ao
encontrado ap6s 4 semanas de desidratacao.
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Figura 34: Valores médios de teor de agua (mg H,O . mg MS™) # desvio
padrdo em culturas embriogénicas de Ocotea catharinensis submetidas a
desidratagdo por 1, 2, 3, 4 e 5 semanas e inoculadas em meio de cultura WPM
suplementado com sacarose 58,4 mM, 121 mM de sorbitol, 2,73 mM de
glutamina, 1,5 g.L ™" de carvéo ativo e 2 g.L™ de Phytagel. Cada tratamento foi
realizado com vinte repeticOes. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas
entre os periodos de desidratagdo de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 10: Teor de agua (% da massa fresca) + desvio padrdo de culturas
embriogénicas de Ocotea catharinensis submetidos a desidratacdo por 1, 2, 3, 4
e 5 semanas.

Periodo de desidratacdo Teor de agua (%)*

(semanas)

0 90,27 £1,63d
1 84,29+ 1,75¢
2 71,33+1,13b
3 7459+054b
4 15,28+ 2,46 a
5 16,22 +9,21 a

®Valores médios + desvio padrdo de 20 repeticdes. Letras similares na coluna
ndo indicam diferengas significativas entre os tratamentos de acordo com o teste
de Tukey (p<0,05).
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5.2.2 Efeito das formulacgdes salinas de meios de cultura e de
fontes de carbono, em diferentes concentracdes, sobre a
embriogénese somatica secundaria

5.2.2.1 Efeito de concentragdes de fontes de carbono em combinacéo
com o meio de cultura WPM sobre a embriogénese somatica
secundaria

Nas Figuras 35, 36 e 37 estdo os resultados de embriogénese

somatica secundaria em funcdo do tempo de cultivo, obtidos em meio de
cultura WPM suplementado com concentracdes crescentes (58,4 mM,
87,6 mM e 116,8 mM) de sacarose, glucose e frutose a partir de culturas
desidratadas por duas semanas. Na presenca de sacarose (Figura 35)
houve embriogénese secundaria em todos os tratamentos, ja detectada
na segunda semana de avaliacdo (45,26%), sendo que na sexta semana a
maior porcentagem observada (88,66%) foi no tratamento com 58,4 mM
de sacarose. Este valor diferiu significativamente do valor obtido com
116,8 mM (67,72%), sendo similar ao verificado com 87,6 mM
(85,52%).
Na presenca de glucose, verifica-se pela Figura 36 que, em todos os
periodos de avaliacdo, as maiores porcentagens de embriogénese
secundaria (58,32%, 73,01% e 83,97%, respectivamente apds duas,
quatro e seis semanas de avaliagdo) foram obtidas no tratamento com
116,8 mM de glucose e diferiram significativamente dos demais
tratamentos.



71

Figura 35: Porcentagem de embriogénese somatica secundaria de culturas
embriogénicas de Ocotea catharinensis em meio de cultura WPM suplementado
com 2,73 mM de glutamina, 121 mM de sorbitol, 1,5 g.L™* de carvéo ativado, 2
g.L" de Phytagel e com diferentes concentracdes de sacarose (58,4 mM, 87,6
mM, 116,8 mM). Cada tratamento foi realizado com vinte repeticGes. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas entre as concentracdes de sacarose, em
cada periodo de avaliacdo, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 36: Porcentagem de embriogénese somatica secundaria de culturas
embriogénicas de Ocotea catharinensis em meio de cultura WPM suplementado
com 2,73 mM de glutamina, 121 mM de sorbitol, 1,5 g.L™* de carvéo ativado, 2
g.L" de Phytagel e com diferentes concentragdes de glucose (58,4 mM, 87,6
mM, 116,8 mM). Cada tratamento foi realizado com quinze repeticdes. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas entre as concentra¢des de glucose, em
cada periodo de avaliacdo, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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As taxas de embriogénese somatica secundaria obtidas no meio
de cultura suplementado com frutose (Figura 37) foram baixas,
chegando ao maximo de 14,22%, na concentracdo de 87,6 mM de
frutose, na sexta semana de cultivo, e, em todos os periodos de avaliacéo
ndo foram detectadas diferencas significativas entre as concentragdes de
frutose utilizadas.
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Figura 37: Porcentagem de embriogénese somatica secundaria de culturas
embriogénicas de Ocotea catharinensis em meio de cultura WPM suplementado
com 2,73 mM de glutamina, 121 mM de sorbitol, 1,5 g.L™* de carvéo ativado, 2
g.L" de Phytagel e com diferentes concentragdes de frutose (58,4 mM, 87,6
mM, 116,8 mM). Cada tratamento foi realizado com quinze repeticdes. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas entre as concentragBes de frutose, em
cada periodo de avaliacdo, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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Quando se analisa a eficiéncia da fonte de carbono, em cada
concentracdo, observa-se pela Tabela 11 que, na concentracdo de 58,4
mM e 87,6 mM, os maiores valores de embriogénese somatica
secundaria foram obtidos para sacarose (45,26%, 67,78% e 88,66% para
58,4 mM, 22,19%, 55,56% e 85,52% para 87,6 mM), em todos os
tempos de cultivo e diferiram significantemente dos tratamentos com
glucose e frutose. Contudo, com 116,8 mM, as maiores taxas de
embriogénese somatica secundaria ocorreram com glucose, nos tempos
de avaliagdo de duas e quatro semanas (58,32% e 73,01%,
respectivamente), mas na sexta semana as taxas maximas de
embriogénese somatica secundaria observadas com sacarose alcangaram
valor estatisticamente semelhante ao valor maximo observado com
glucose. Observa-se ainda, pela Tabela 11 que valores maximos de
embriogénese somatica secundaria, variando entre 83,97% e 88,66%)
foram obtidos ap6s seis semanas de avaliagdo, nas concentracdes de
sacarose de 58,4 mM e 87,6 mM e com 116,8 mM de glucose.
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Tabela 11: Comparacdo do efeito de diferentes fontes de carbono sobre a
embriogénse somatica secundaria (%) de culturas embriogénicas de Ocotea
catharinensis em meio de cultura WPM, suplementado com 2,73 mM de
glutamina, 121 mM de sorbitol, 1,5 g.L™* de carvdo ativado, 2 g.L™ de Phytagel,
em cada uma das concentrac¢des estudadas (58,4 mM, 87,6 mM, 116,8 mM), nos
diferentes periodos de avaliag&o.

Concentracdo  Fontes de Periodos de avaliacdo (semanas)®

(mM) carbono 2 4 6

58,4 Sacarose 45,25 ¢ 67,78 c 88,66 c
Glucose 15,86 b 38,23 b 59,09 b
Frutose 4,00a 6,44 a 6,22 a

87,6 Sacarose 22,19b 55,56 b 85,52 b
Glucose Oa 14,78 a 25,11 a
Frutose 3,78 a 3,78 a 14,22 a

116,8 Sacarose 28,20 b 51,08 b 67,72 b
Glucose 58,32 ¢ 73,01c 83,97b
Frutose 3,33a 488 a 7,33 a

 Valores médios de quinze repeticdes, em cada concentracdo de fonte de
carbono e em cada periodo de avaliagdo, seguidas por letras semelhantes ndo
diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

5.2.2.2 Efeito de concentracdes de fontes de carbono em combinagéo
com o meio de cultura MS sobre a embriogénese somatica
secundaria

Nas Figuras 38, 39 e 40 estdo os resultados de embriogénese
somatica secundaria em funcao do tempo de cultivo, obtidos em meio de
cultura MS suplementado com concentragdes crescentes (58,4 mM, 87,6
mM e 116,8 mM) de sacarose, glucose e frutose a partir de culturas
desidratadas por duas semanas. Na presenca de sacarose (Figura 38)
observa-se que houve embriogénese secundaria em todos 0s
tratamentos, mas a maior porcentagem de embriogénese secundaria
(21,33%) foi observada na concentracéo de 87,6 mM na décima semana
de avaliacdo, sendo que, em cada periodo de avaliagdo ndo foram
detectadas diferencas significativas entre as concentra¢des utilizadas.
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Figura 38: Porcentagem de embriogénese secundaria de culturas embriogénicas
de Ocotea catharinensis em meio de cultura MS suplementado com 2,73 mM
de glutamina, 121 mM de sorbitol, 1,5 g.L™" de carvdo ativado, 2 g.L" de
Phytagel e com diferentes concentragdes de sacarose (58,4 mM, 87,6 mM,
116,8 mM). Cada tratamento foi realizado com quinze repeti¢des. Letras
semelhantes ndo indicam diferengas estatisticas entre as concentragcdes de
sacarose, em cada periodo de avaliagdo, de acordo com o teste de Tukey
p<0,05).
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Quando o meio foi suplementado com glucose verifica-se, pela
Figura 39, que nos periodos de avaliacdo de oito e dez semanas, as
maiores porcentagens de embriogénese secundaria (17,67% e 26,39%,
respectivamente) foram obtidas no tratamento com 58,4 mM. As
concentracfes de 87,6 mM e 116,8 mM inibiram significativamente a
embriogénese secundaria nestes periodos de avaliagdo. Nos demais
periodos de avaliacdo ndo foram detectadas diferencas significativas
entre as concentragdes de glucose.

Quando as culturas embriogénicas desidratadas foram
cultivadas em meio de cultura MS suplementado com frutose (Figura
40), foram observadas as maiores porcentagens de embriogénese
secundaria, em todos os periodos de avaliacdo (43,30%; 44,41%;
50,25% e 55,36%, respectivamente apo6s trés, quatro, cinco e seis
semanas de avaliacdo), na concentracdo de 116,8 mM, enquanto que nas
concentracdes de 58,4 mM e 87,6 mM ndo foram detectadas diferencas
entre os tratamentos, em nenhum dos periodos avaliados. Apesar do
maior valor de porcentagem de embriogénese secundaria ter sido
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observado apds a sexta semana de cultivo, houve a senescéncia das
culturas, que ndo sobreviveram até a décima semana, como nas culturas

suplementadas com as outras fontes de carbono.

Figura 39: Porcentagem de embriogénese secundéria de culturas embriogénicas
de Ocotea catharinensis em meio de cultura MS suplementado com 2,73 mM
de glutamina, 121 mM de sorbitol, 1,5 g.L™" de carvdo ativado, 2 g.L" de
Phytagel e com diferentes concentra¢des de Glucose (58,4 mM, 87,6 mM, 116,8
mM). Cada tratamento foi realizado com quinze repeti¢des. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticas entre as concentragdes de sacarose, em cada

periodo de avaliagdo, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

Embriogénese secundaria (%)

30

25

20

15

10

5

0

a a a
a Y CITTTTTTTTEY VITTTTTTTRYY 4
o -
} t t T T 1

4

6 8

Periodo de cultivo (semanas)

10

= = 58,4mM
—— 87,6mM

ccchee 116,8mM




77

Figura 40: Porcentagem de embriogénese secundaria de culturas embriogénicas
de Ocotea catharinensis em meio de cultura MS suplementado com 2,73 mM
de glutamina, 121 mM de sorbitol, 1,5 g.L™" de carvdo ativado, 2 g.L" de
Phytagel e com diferentes concentragdes de frutose (58,4 mM, 87,6 mM, 116,8
mM). Cada tratamento foi realizado com quinze repeti¢fes. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticas entre as concentracbes de sacarose, em cada
periodo de avaliacdo, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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Quando se compara a eficiéncia da fonte de carbono, em meio
de cultura MS, em cada concentracdo, observa-se pela Tabela 12 que, na
concentracdo de 58,4 mM ndo foram detectadas diferencas significativas
entre as fontes de carbono em nenhum dos periodos analisados. Na
concentracdo de 87,6 mM, a frutose induziu taxas de embriogénese
secundaria significativamente maiores em todos o0s periodos de
avaliacdo (14,89%; 15,84%; 16,95% e 22,35%). Contudo, taxas ainda
maiores de embriogénese secundaria foram observadas com 116,8 mM
de frutose, em todos os periodos (44,41%; 50,25% e 55,36%,
respectivamente, ap0s quatro, cinco e seis semanas de avaliacdo). E
possivel observar ainda, na Tabela 12 que, no meio de cultura MS a
méxima taxa de embriogénese secundaria (55,36%) foi obtida com
116,8 mM de frutose, apds seis semanas de avaliagdo, enquanto que em
todos os outros tratamentos os valores ndo foram superiores a 31,56%.
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Tabela 12: Efeito de fontes de carbono sobre a embriogénse secundaria (%) de
culturas embriogénicas de Ocotea catharinensis em meio de cultura MS,
suplementado com 2,73 mM de glutamina, 121 mM de sorbitol, 1,5 g.L™ de
carvdo ativado, 2 g.L ™" de Phytagel, em cada uma das concentracdes estudadas
(58,4 mM, 87,6 mM, 116,8 mM), nos diferentes periodos de avaliagdo.

Concentracao Fontes de Periodos de avaliagio (semanas)®

(mM) carbono 3 4 5 6

58,4 Sacarose 6,29a 13,30a 13,30a 13,30
a

Glucose 467a 13,06a 17,67a 26,39
a

Frutose 10.22 12,89a 16,89a 31,56
a a

87,6 Sacarose 533a 10,67 13,33 21,33
ab ab b

Glucose Oa 267a 267a 267a

Frutose 1489 1584 16,95 22,35
b b b b

116,8 Sacarose - 191a 3,24a 552a

Glucose - 3,78a 3,78a 3,78a

Frutose - 4441 50,25 55,36
b b b

 Valores médios de quinze repeticdes, em cada concentracio de fonte de
carbono e em cada periodo de avaliagdo, seguidas por letras semelhantes ndo
diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). Para 116,8
mM néo foram realizadas observagdes.

5.2.3. Efeito do periodo de desidratacdo, sorbitol e fontes de
carbono, em meio de cultura WPM, sobre a embriogénese
somatica secundaria

Os resultados da Tabela 13 indicam que a embriogénese
somatica secundaria nas culturas desidratadas por 4 semanas e
cultivadas em glucose comegou a ocorrer apenas ap6s 14 semanas do
inicio do experimento, enquanto que nos demais tratamentos, tanto na
presenca como na auséncia do sorbitol, ja na oitava semana de
avaliagdo foi detectada embriogénese secundaria, apesar das
porcentagens serem baixas, variando entre 3,56% e 15,11%.
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Tabela 13: Embriogénese somatica secundaria (%), durante 16 semanas de
cultivo, a partir de culturas embriogénicas de Ocotea catharinensis desidratadas
por 2 e 4 semanas e cultivadas em meio de cultura WPM suplementado com
2,73 mM de glutamina, 1,5 g.L™ de carvéo ativado, 2 g.L™ de Phytagel e com
58,4 mM de sacarose ou 116,8 mM de glucose, na auséncia ou presenca de 121
mM de sorbitol.

Periodo Fontes Sorbitol  Periodo de cultivo (semanas)?®

de de (mM)
desidra- carbono
tacao
(semanas) 8 10 12 14 16
2 Sacarose 0 151 20,2 255 30,6 30,6
la 2ab 6ab 7ab 7
bcd

121 13,1 251 315 340 340
la 1b 6b Ob 0d

Glucose 0 3,78 489 6,22 140 14,0
a ab a Oab O
abcd

121 356 135 162 202 226
a 6ab 2ab 2ab 7

bcd
4 Sacarose 0 3,78 511 6,44 911 911
a a a a abc

121 568 9,08 101 112 123
a ab 7ab 8ab 9

abcd
Glucose 0 Oa Oa Oa Oa 1,33
a
121 Oa Oa Oa Oa 4,00
ab

® Valores médios de quinze repeticGes em cada periodo de avaliacio, seguidas
por letras semelhantes ndo diferem significativamente de acordo com o teste de
Tukey (p<0,05).

Nos demais periodos de cultivo verifica-se que as porcentagens de
embriogénese secundaria no tratamento com 2 semanas de desidratacéo,
sacarose e com sorbitol (25,11%; 31,56%; 34%, respectivamente) foram
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significativamente maiores do que as observadas no tratamento com 4
semanas de desidratacdo, sacarose e sem sorbitol (5,11%; 6,44% e
9,11%, respectivamente. Para as culturas mantidas em meio de cultura
contendo glucose, na presenca ou auséncia de sorbitol, a analise
estatistica apenas foi possivel apds 16 semanas, devido ao atraso na
indugdo da embriogénese secundaria. O maior valor de embriogénese
secundaria ocorreu no tratamento em que as culturas foram desidratadas
durante duas semanas, introduzidas no meio de cultura contendo
sacarose, na presenca de sorbitol e ap6s 16 semanas de cultivo.
Entretanto, esse valor ndo diferiu estatisticamente dos demais
tratamentos, exceto dos tratamentos de 4 semanas de desidratagcdo, com
sacarose, sem sorbitol e dos tratamentos com glucose.

5.2.4. EFEITO DAS BAIXAS TEMPERATURAS SOBRE A EMBRIOGENESE
SOMATICA SECUNDARIA

Os resultados da Tabela 14 apresentam as porcentagens de
embriogénese somética secundaria obtidas, nos diferentes periodos de
avaliacdo, a partir de culturas embriogénicas desidratadas submetidas
aos seguintes tratamentos: 1-desidratacdo por 2 semanas a 25°C e
manutencdo a 5°C por 2 semanas antes da inoculacdo em meio de
cultura, 2-desidratacdo por 2 semanas a 25°C e inocula¢do em meio de
cultura, 3- desidratagdo por 2 semanas a 25°C e manutencgao por mais 2
semanas a 25°C e transferéncia para o meio de cultura. As culturas
mantidas a 25°C comegaram a apresentar embriogénese somaética
secundéria a partir da primeira semana de cultivo, enquanto que, nas
culturas mantidas a 5°C a embriogénese secundaria foi observada a
partir da terceira semana de cultivo e nas culturas mantidas por 4
semanas a 25°C, apenas ap0s 7 semanas de cultivo. Os valores de
embriogénese somatica secundaria observados para as culturas mantidas
por 2 semanas a 25°C foram significativamente maiores do que os
demais tratamentos, em todos os periodos de avaliacdo, alcancando o
maximo de 88,65%, na sexta semana de avaliagdo. As taxas de
embriogénese somatica secundérias observadas nas culturas mantidas a
5°C foram significativamente maiores do que as das culturas mantidas
por 4 semanas a 25°C, alcangcando a taxa méxima de 33,80%, na décima
semana de cultivo.
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Os embrides sométicos que foram desidratados por 2 semanas
em temperatura ambiente e transferidos para a geladeira (5°C) por 4
semanas, congelador (0°C) e freezer  (-20°C) por 2 e 4 semanas ndo
apresentaram embriogénese secundaria no periodo avaliado de 10
semanas.

Tabela 14: Efeito da baixa temperatura sobre a embriogénese somatica
secundaria (%) de culturas embriogénicas de Ocotea catharinensis desidratadas
por duas semanas, mantidas por duas semanas a 5°C ou a 25°C e cultivadas em
meio de cultura WPM suplementado com 2,73 mM de glutamina, 121 mM de
sorbitol, 1,5 g.L™ de carvdo ativado, 2 g.L™* de Phytagel e 58,4 mM de sacarose.

Tratamentos Periodos de avaliagdo (semanas)®
2 4 6 8 12
2 semanas a 25°C 4525 67,77 88,65 88,65 88,65
b b c c
4 semanas a 25°C 0 0 0 3,44 24,20
a a
2 semanas a 25°C +2semanas O 9,11 19,78 31,33 33,80
a5°C a a b b

®Valores médios de quinze repeticBes seguidas por letras semelhantes n&o
diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

5.2.5. Efeito de Luz e Escuro sobre a embriogénese somatica
secundaria

Na Tabela 15 estdo representadas as taxas de porcentagem de
embriogénese somatica secundaria de culturas desidratadas por duas
semanas, transferidas para o meio de cultura WPM contendo 58,4 mM
de sacarose ou 116,8 mM de glucose e mantidas na luz ou no escuro,
apos 4 e 8 semanas de avaliacdo. Observa-se que, no escuro, as taxas de
embriogénese somatica secundaria obtidas, tanto em sacarose 58,4 mM
como em glucose 116,8 mM, foram significativamente menores, apds 4
semanas de avaliacdo (7,39% e 7,24%, respectivamente) e apds 8
semanas de avaliacdo (19,84% e 47,36%, respectivamente), do que as
observadas nas culturas mantidas na luz, nas mesmas concentra¢des de
fontes de carbono (67,77% e 73,01%, respectivamente, apds 4 semanas
e 88,6% e 83,98%, respectivamente, apds 8 semanas).
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Tabela 15: Efeito de luz e escuro e diferentes fontes de carbono sobre as taxas
de embriogénese somética secundaria (%) de culturas embriogénicas de Ocotea
catharinensis desidratadas por duas semanas e cultivadas em meio de cultura
WPM suplementado com 2,73 mM de glutamina, 121 mM de sorbitol, 1,5 g.L'l
de carvdo ativado, 2 g.L" de Phytagel e 58,4 mM de sacarose ou 116,8 mM de
glucose.

Condicdode Tiposde Concentracdoda Periodo de
luminosidade fontes de fonte de carbono  avaliacdo

carbono  (mM) (semanas)®
4 8
Luz Sacarose 58,4 67,77b 886D
Glucose  116,8 73,01b 83,98b
Escuro Sacarose 58,4 7,39a 1984a
Glucose  116,8 724a 47,36a

® Valores médios de quinze repeticdes seguidas por letras semelhantes n&o
diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

5.3 CARACTERIZAGCAO HISTOQUIMICA DE EMBRIOES SOMATICOS DE
Ocotea catharinensis

Os testes histoquimicos, cujos resultados sdo mostrados abaixo,
foram conduzidos com quatro tipos de materiais: 1- embribes
secundarios originados a partir de estruturas desidratadas produzidas a
partir de culturas embriogénicas tipo diferenciada 2; 2- estruturas
globulares produzidas a partir das culturas embriogénicas do tipo
diferenciada 1; 3- estruturas cotiledonares iniciais produzidas a partir de
culturas embriogénicas do tipo diferenciada 2; 4- embrides zig6ticos no
estagio cotiledonar maduro.

5.3.1 Teste histoquimico do Coumassie Briliant Blue (CBB)

Quando se observa a Figura 41 como um todo é possivel
perceber a tendéncia das reacdes das células ao CBB se tornarem menos
intensas na medida em que aumenta o nivel de diferenciacdo das
estruturas embriogénicas estudadas.

As analises citoquimicas com CBB indicam intensa reacdo das
células dos embrides secundarios no estagio globular, originados a partir
das estruturas desidratadas produzidas pelas culturas embriogénicas do
tipo 2, especialmente na imagem mostrada na Figura 41 C. Observa-se a
presenca predominante de células com citoplasma e nucleos grandes
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fortemente coradas pelo CBB (Figura 41 — B e C), indicando a
caracteristica meristematica dos tecidos localizados na maior parte da
estrutura globular. Observa-se pela Figura 41 B, que os vactolos das
células aumentam de tamanho na medida em que se caminha para 0
interior da estrutura. Na Figura 41 B houve a presenca de um grupo de
células com as mesmas caracteristicas anteriores, e um grupo mais para
o interior, cujas células se assemelham mais as células da Figura 41 A.
Tais, células correspondem as corticais da estrutura embriogénica
desidratada, que apresentam pouco conteldo proteico em seu
citoplasma, sendo que este contelido esta localizado mais proximo a
parede celular (Figura 41 A). Estas células apresentam vacutolos que, na
maior parte, ocupam grande parte das mesmas, em que as reacdes
positivas ao CBB se restringiram as finas por¢des do citoplasma na
regido periférica celular.

Estruturas globulares tipo diferenciada 1, quando submetidas ao
CBB, reagiram intensamente ao teste e é possivel observar que a regido
mais externa da estrutura apresenta grande conteido proteico em seu
citoplasma (Figura 41 E, F), com caracteristicas parecidas com as
estruturas da Figura 41 B e C, mas com algumas diferengas, pois as
células que se coram intensamente e totalmente com o CBB,
apresentando grandes nicleos também corados, deixam de predominar e
estdo restritas a periferia da estrutura enquanto que, tendem a
predominar, as células vacuoladas, cujos vacuolos aumentam de
tamanho nos tecidos localizados mais no interior da estrutura. Nota-se
gue os grandes nucleos corados das células ja apresentam algum nivel
de vacuolizagdo, como as mostradas na Figura 41 E, deixam de aparecer
quando se observa as células do interior da estrutura. Outra diferenca em
relacdo a estrutura da Figura 41 B e C é a presenca da protoderme bem
organizada, com células pequenas com grande nicleo, com um ou mais
nucléolos, aparentemente sem vacuolo (Figura 41 E), enquanto as
células corticais apresentam nlcleo parietal devido a presenca de
vacuolo (Figura 41 D).

As células da estruturas no estagio cotiledonar inicial
produzidas pelas culturas embriogénicas do tipo diferenciada 2 reagiram
ao CBB de forma parecida as descritas anteriormente, para as estruturas
tipo diferenciada 1, mas é evidente o predominio de células mais
vacuoladas (Figura 41 H, 1), em que a reacdo ao CBB parece menos
intensa, com a presenca de pequenas vesiculas no interior das células e
com nucleos bem corados, com nucléolos evidentes.
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As ceélulas dos embribes somaticos no estagio cotiledonar
maduro reagiram mais fracamente ao CBB, em relacdo as demais
estruturas descritas acima, e verifica-se a presenca da protoderme bem
definida, com pequenas células e grandes nicleos, intensamente corados
e com pouco ou nenhum vacuolo (Figura 41 J). Na regido cortical, mais
para o interior da estrutura, é possivel observar que predominam as
células que, além de maiores, apresentam grandes vacuolos, nucleo
parietal, com nucléolo(s) visivel(eis) e que reagiram fracamente ao
CBB, apenas no citoplasma situado na regido periférica das células, ndo
possuindo muito contetido proteico no citoplasma.
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Figura 41: Secgdes histolégicas de estruturas embriogénicas de Ocotea
catharinensis crescidas em meio WPM suplementado com 58,4 mM de
sacarose, 121 mM de sorbitol, 2,73 mM de glutamina, apds 4 semanas de
cultivo, submetidos ao teste histoquimico com CBB. A, B, C: Embrides
somaticos secundarios produzidos a partir de embrides desidratados; D, E, F:
Estruturas globulares de culturas embriogénicas do tipo Diferenciadol; G, H, I:
Estruturas cotiledonares iniciais de culturas embriogénicas do tipo Diferenciado
2; J, K, L: Embrido somatico no estagio cotiledonar maduro. Grande nicleo
com nucléolos evidente (nu), corpos protéicos (setas), e a protoderme (*).
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5.3.2 Teste histoquimico do Azul de Toluidina (AT-0)

A Figura 42 B mostra dois grupos de células distintas. Um deles
pertencente ao embrido somético secundario novo, regenerado a partir
de estruturas embriogénicas produzidas pelas culturas embriogénicas do
tipo diferenciada 2, apds desidratacdo e cujos células reagiram
ortocromaticamente ao AT-O, apresentando citoplasma levemente
corado e células vacuoladas, predominantemente, entremeadas por
algumas células totalmente coradas. No outro grupo de células,
pertencente as estruturas embriogénicas desidratadas, onde a reacdo
ortocromatica ao AT-O foi ainda mais leve, os detalhes destas células
sd0 mostrados na Figura 42 C. Onde as células das estruturas
embriogénicas desidratadas (Figura 42 C), apresentam pequenos
granulos, semelhantes aos que aparecem na Figura 42 |, nas células das
estruturas produzidas pelas culturas do tipo diferenciada 2, e parecem
acumular compostos ndo identificados.

Na Figura 42 D e E se observa as estruturas globulares
produzidas pelas culturas embriogénicas do tipo diferenciada 1, que
apresentam a protoderme e as células abaixo da mesma, com citoplasma
denso, onde é possivel notar grande aclimulo de granulos
ortocromaticos, que coraram mais intensamente com o AT-O do que as
células localizadas mais no interior da estrutura, cujos detalhes sdo
mostrados na Figura 42 E. Em todos 0s casos nota-se pequena reagdo
metacromatica nas paredes celulares, 0 que evidencia a presenca de
polissacarideos acidos.

Nas células das estruturas no estagio cotiledonar inicial,
produzidas pelas culturas embriogénicas do tipo 2, observa-se uma
maior vacuolizacdo e grande quantidade de granulos, quando
submetidas a reacdo com AT-O (Figura 42 H, 1), e semelhante as
estruturas das culturas do tipo diferenciada 1, paredes celulares
levemente metacromaticas (Figura 42 1), indicando a presenca de
pequena quantidade de polissacarideos acidos.

Os embrides somaticos no estadgio cotiledonar maduro
apresentam células maiores do que os outros tipos de estruturas, com
vactolos muito grandes, com paredes celulares ortocromaticas e quase
nenhum grénulo evidenciado, quando submetido ao teste do AT-O
(Figura 42 K, L). Apenas algumas células se coraram com o teste do
AT-O (Figura 42 J).
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Figura 42: Secgdes histolégicas de estruturas embriogénicas de Ocotea
catharinensis crescidas em meio WPM suplementado com 58,4 mM de
sacarose, 121 mM de sorbitol, 2,73 mM de glutamina, apds 4 semanas de
cultivo, submetidos ao teste histoquimico com AT-O. A, B, C: Embrides
somaticos secundarios produzidos a partir de embrides desidratados. D, E, F:
Estruturas globulares de culturas embriogénicas do tipo Diferenciadol. G, H, I:
Estruturas cotiledonares iniciais de culturas embriogénicas do tipo Diferenciado
2. J, K, L: Embrido somético no estagio cotiledonar maduro. Paredes celulares
com leve reagdo metacromatica (setas) em estruturas globulares/cotiledonares
de culturas embriogénicas dos tipos diferenciado 1 e diferenciado 2 (A, B, C, D,
E, F). Granulos ortocromaticos (pontas de seta), destacando a protoderme (*) e
células que sofreram degradacdo no processo de desidratagdo ou que acumulam
algum tipo de composto (x).
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5.3.3 Teste histoquimico do PAS

As células dos embrides secundarios no estagio globular, originados a
partir das estruturas desidratadas produzidas pelas culturas
embriogénicas do tipo 2, reagiram ao PAS apresentando parede celular
corada positivamente, 0 que indica presenca polissacarideos neutros,
como celulose, e a presenca de granulos de amido, que sdo mais raros
nos tecidos mais internos da estrutura (Figura 43 B), diferente do
encontrado nas células mais periféricas do novo embrido secundario
(Figura 43 A), onde ndo foi observado granulos corados. Nas células das
estruturas desidratadas observa-se a presenga de granulos de amido
apenas em algumas regiGes da estrutura, sendo que os granulos de
amido se apresentam menores na protoderme, e maiores na regiao
cortical do embrido (Figura 43 C).

Quando as estruturas produzidas pelas culturas embriogénicas
do tipo DF 1 foram submetidas & reacdo com PAS, apresentaram reacdo
positiva nas paredes celulares e grande quantidade de granulos de
amido, granulos estes que, como nas estruturas acima, ndo se
distribuem uniformemente ao longo do embrido (Figura 43 D, E). Além
disto, é possivel notar que 0s mesmos se organizam em pequenos
agregados na regido cortical da estrutura embriogénica (Figura 43 F).

O mesmo padrdo de distribuicdo do amido foi observado nas

estruturas das culturas embriogénicas do tipo DF 2, quando submetidas
ao teste do PAS, que apresentaram parede celular corada positivamente,
e numerosos granulos de amido de diversos tamanhos, distribuidos por
todo o citoplasma nas células mais externas do embrido, e mais
préximas a parede celular, nas células da regido cortical, devido a maior
vacuolizacdo das células (Figura 43 G, H, I).
Da mesma forma, os embrides somaticos no estagio cotiledonar maduro,
quando corados com o PAS, apresentaram granulos de amido muito
pequenos na protoderme e grandes granulos na regido cortical, que se
organizam de forma agrupada (Figura 43 J, K, L). As células da
protoderme das estruturas originadas dos demais tipos de cultura
também seguiram este padrédo, apresentando poucos graos de amido.
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Figura 43: Secgdes histolégicas de estruturas embriogénicas de Ocotea
catharinensis crescidas em meio WPM suplementado com 58,4 mM de
sacarose, 121 mM de sorbitol, 2,73 mM de glutamina, apds 4 semanas de
cultivo, submetidos ao teste histoquimico com PAS. A, B, C: Embrides
somaticos secundarios produzidos a partir de embrides desidratados; D, E, F:
Estruturas globulares de culturas embriogénicas do tipo Diferenciadol; G, H, I:
Estruturas cotiledonares iniciais de culturas embriogénicas do tipo Diferenciado
2;J, K, L: Embrido somatico no estagio cotiledonar maduro. Granulos de amido
corados positivamente (setas), destaque para a protoderme em embrides
diferenciado 2 (*).
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6. DISCUSSAO

6.1. CRESCIMENTO E ANALISES BIOQUIMICAS DE CULTURAS
EMBRIOGENICAS DE Ocotea catharinensis

O crescimento das culturas embriogénicas de Ocotea
catharinensis do tipo diferenciada 2 foi avaliado segundo a metodologia
das curvas de dissimilacdo, proposta por Schripsema (1990). A
dissimilacdo de carboidratos causa uma perda de peso da cultura, por ser
um método ndo invasivo e ndo destrutivo permite determinar em tempo
real o padrdo de crescimento das culturas selecionadas, baseado no fato
de que apenas uma parte dos carboidratos é convertida em biomassa,
enquanto que a outra parte é dissimilada para o suprimento de energia,
em gue o consumo de O, durante o processo de respiracdo celular, gera
CO, e agua. Neste processo, quantidades equimolares de CO, sdo
trocadas por O,, pelas células, gerando a perda de massa no tubo de
cultura.

O crescimento celular se baseia nas mudancas das taxas de
divisdo em fases bem definidas. Inicialmente as células dividem-se
lentamente (fase lag), posteriormente ocorrem fases de rapido
crescimento (exponencial e linear) e por fim, as células tendem a taxas
menores de divisdo (fase estacionaria) (Street, 1977). As culturas
embriogénicas de Ocotea catharinensis quando na suplementada com
sacarose, conforme a andlise da curva de dissimilagdo, apresentou um
crescimento linear, apresentando uma dissimila¢do trés vezes maior ao
final de 29 dias do que no meio de cultura suplementado com glucose
aos 17, sendo que, quando houve a substituicdo da concentracdo de 58,4
mM de sacarose para 116,8 mM de glucose, o padréo de crescimento foi
modificado, 0 meio de cultura contendo glucose apresentou mais de um
padrdo de crescimento, representado pelas diferentes curvas de
dissimilacéo obtidas para 0 mesmo meio de cultura; no entanto, o valor
final de dissimila¢do foi 0 mesmo.

A auséncia da fase lag ja foi relatada anteriormente em culturas
embriogénicas e de agregados celulares de Ocotea catharinensis
(Olmedo, 2005; Garcia, 2005), onde as culturas apresentama um modelo
tipicamente exponencial de crescimento durante todo o periodo de
avaliacdo, no entanto, diferente do ocorrido no presente estudo, com
auséncia de fase estacionaria. O padrdo linear de crescimento, com
auséncia de fase estacionaria, comumente observado para cultivos
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celulares em meio semi-solido, foi mostrado também para os cultivos de
Ocotea odorifera (OLTRAMARI, 2002).

Para que a sacarose seja metabolizada, é necessario que as
células das culturas embriogénicas absorvam as moléculas de sacarose
do meio de cultura, produzam as invertases, capazes de quebrar a
molécula e originar moléculas de D-glucose e de D-frutose, que serdo
entdo utilizadas, respectivamente, pelas enzimas hexoquinase e
frutoquinase, e transformadas em moléculas de glucose-6-fosfato e de
frutose-6-fosfato, para posterior processamento na via glicolitica. As
moléculas de glucose-6-fosfato sdo entdo, na sequéncia, transformadas
também em moléculas de frutose-6-fosfato, através da enzima
fosfohexoisomerase. A outra via de metabolizacdo possivel da glucose
seria a via da pentosefosfato, que utiliza a glucose-6-fosfato para
conversdo em moléculas de aglcares de 5 carbonos (Taiz & Zeiger,
2004).

Quando se ministra apenas a glucose ao meio de cultura,
portanto, para que esta molécula seja metabolizada, viabilizando o
crescimento celular, é necessario que existam nas células duas enzimas
ativas, para transforma-la em glucose-6-fosfato, na primeira reacdo e
esta em frutose-6-fosfato, na segunda reacdo para, a partir dai, a
molécula seguir o fluxo da via glicolitica e Ciclo de Krebs, em que
outras enzimas serdo necessarias. Isto pode explicar a fase lag no
crescimento das culturas embriogénicas, observada na presenca desta
fonte de carbono, assim como as taxas de dissimilagdo mais baixas do
gue as observadas na presenca de sacarose. Uma hip6tese é que, , com a
ministracdo da sacarose, a metabolizacdo mais rapida da frutose,
liberada pela quebra da molécula de sacarose, que necessita da acéo de
apenas uma enzima para ser transformada em frutose-6-fosfato e seguir
o fluxo da via glicolitica, faz com que a geracdo de energia para o
crescimento das células, via Ciclo de Krebs e fosforilagdo oxidativa seja
mais rapidamente viabilizada do que a partir da glucose e seja
responsavel pela dissimilacdo total maior na presenca de sacarose.

Outro fator que poderia estar contribuindo para diminuir as
taxas de dissimilagdo das culturas embriogénicas, na presenca de
glucose, seria a possivel diminuicdo do potencial osmético do meio de
cultura, que poderia tornar o crescimento das culturas mais lento, pois
nestes experimentos foi utilizada a concentracdo de 116,8 mM de
glucose, enquanto que no experimento com sacarose, foi utilizada a
concentracdo de 58,4 mM. O proprio aumento do potencial osmético do
meio de cultura, causado pela adi¢do da alta concentragdo da glucose,
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poderia estar dificultando a absorcdo de agua e, consequentemente, de
nutrientes pelas culturas, retardando o crescimento e diminuindo as
taxas de dissimilag&o.

O fato de terem sido observados padrfes diferentes de
dissimilacdo das culturas embriogénicas com a mesma concentragdo de
glucose, em dois experimentos independentes, pode ser devido a
heterogeneidade das culturas embriogénicas utilizadas. E possivel que as
culturas utilizadas apresentassem perfis de composicdo de estruturas
embriogénicas distintas, com perfis metabdlicos e de crescimento
também diferentes, j& que o sistema embriogénico desenvolvido para
Ocotea catharinensis ndo é sincronizado. Como observado nos estudos
histoquimicos, nas culturas do tipo diferenciada 2 predominam
estruturas com um certo nivel de diferenciacdo, mas ainda com alta
atividade mitotica, outrossim as analises biogquimicas revelaram que
estas culturas apresentaram a maior concentracdo de carotendides, o
gue automaticamente requer grande demanda de energia e de esqueletos
de carbono, que € suprida pelo metabolismo dos carboidratos presentes
no meio de cultura. Porém, a heterogeneidade na composicdo poderia
fazer com que estivessem presentes estruturas, com outros niveis de
diferenciagdo, que ndo necessariamente estivessem demandando o
mesmo nivel de energia para manutengdo do seu metabolismo.

As culturas embriogénicas de O. catharinensis foram
subcultivadas durante a sua fase de crescimento exponencial, entre a
terceira e quarta semanas de cultivo, mostrando melhor crescimento. O
fato de as culturas estarem estabelecidas em meio suplementado com
sacarose, ha varias geracoes, pode ter influenciado o padrdo das curvas
de dissimilacdo, pois as culturas embriogénicas transferidas para um
meio de cultura, com uma fonte de carbono diferente, passam por um
periodo de adaptacdo em que 0 seu metabolismo necessita ser reajustado
as novas condi¢des. Culturas de Picea glauca-engelmannii e P. mariana
também demonstraram a necessidade de serem subcultivadas, durante a
fase de crescimento exponencial, o que possibilitou condi¢des de cultura
mais estaveis (Lulsdorf et al., 1992).

Durante a maturacdo de sementes in vivo ocorre uma série de
mudancas morfologicas, fisioldgicas e bioguimicas, tanto no fruto
guanto na semente, como o0 aumento de tamanho, do vigor e da
germinacdo, variagdo no teor de &gua, acUmulo de biomassa seca
(Barros, 1986; Carvalho & Nakagawa, 2000). Também diversos
compostos organicos sollveis, como aclcares, acidos graxos e
aminoécidos sdo convertidos a compostos de maior complexidade
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estrutural quimica como carboidratos, gorduras e proteinas, que se
acumulam principalmente nas células do endosperma e/ou cotilédones.
Além disto, pequenas quantidades de alcaléides, taninos, glucosideos,
Oleos essenciais, vitaminas, enzimas, reguladores de crescimento e
alguns pigmentos como antocianinas e carotenos sdo acumulados nos
diversos tecidos da semente (Liberal & Coelho, 1980; Mayer &
Polyjakoff-Mayer, 1963).

Pouco se tem pesquisado sobre a presenca de carotendides em
embries somaticos, porém, foi possivel observar, no presente trabalho,
a maior concentracdo de carotendides nas culturas embriogénicas do
tipo diferenciada 2, assim como uma alta inibicdo do radical DPPH
pelos extratos destas culturas, 0 que pode ser uma indicagdo do possivel
envolvimento dos carotendides na atividade antioxidante das mesmas.
As diferencas nas concentragdes de carotendides detectadas, entre o0s
tipos de cultura embriogénicas estudadas neste trabalho e nos embribes
somaticos no estagio cotiledonar maduro indicam diferengas no
metabolismo dos diferentes tipos de culturas embriogénicas estudadas e
do embrido somatico no estagio cotiledonar maduro. Os carotendides
foram acumulados em menor quantidade, nas culturas embriogénicas do
tipo fridvel, seguido pelas culturas do tipo diferenciada 1, que
apresentaram niveis semelhantes aos embrides sométicos no estagio
cotiledonar maduro, em que esta concentragdo diminuiu.

As concentracfes de carotendides nas culturas embriogénicas
do tipo diferenciada 2 se mantiveram altas e constantes a partir da
terceira semana de cultivo, permanecendo no mesmo nivel, até o inicio
da senescéncia das culturas. Foi observado entdo que na segunda
semana, a concentracdo de carotenoides foi proxima a zero, mas nos
periodos em que as culturas estiveram em crescimento exponencial, com
condicbes Otimas, que foram a terceira e quarta semanas, as
concentragBes se mantiveram estaveis. A presenca de carotendides pode
estar relacionada a fotoprotecdo destes embrifes, que apesar de estarem
in vitro, estavam sendo submetidos a fotoperiodos de 16 horas de luz. A
avaliacdo das quantidades de carotendides nas culturas mantidas no
escuro poderia confirmar ou ndo esta hipGtese. J4, no inicio da
senescéncia, na sexta semana de cultivo, essa concentracdo diminuiu.
Apesar da possibilidade da conversdo dos caroten6ides em compostos
aromaticos, foi observado apenas um pico na regido compostos
aromaticos (FT-IR), tornando mais aceitavel que essa diminuicdo na
concentracdo se deveu a deplecdo de nutrientes no meio de cultura.
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A degradacdo de carotendides é considerada chave na formagéo
de muitos compostos aromaticos em plantas, mas a natureza dos
mecanismos bioquimicos, enzimaticos ou ndo enzimaticos, mediante as
degradacdes oxidativas, ainda ndo estdo bem elucidadas (Lewinsohn et
al., 2005). Dois tipos de enzimas sdo responsaveis pela oxigenacdo e
degradacdo dos carotendides, as lipoxigenases, advindas dos
cloroplastos, responsaveis por catalisar a conversdo de lipidios
insaturados em compostos de aroma em plantas, e as peroxidases, da
mitocdndria, ambas necessitam de oxigénio molecular e cofatores para
suas atividades. Estas oxigenacdes envolvem a clivagem das ligacdes C
(9-10), (8-9), (7-8) e (6-7) para gerar compostos ciclicos com 13, 11, 10
e 9 carbonos, respectivamente (Weeks, 1986). Quando observados 0s
espectros de FT-IR, é possivel notar a presenca de compostos
aromaticos nos embrides somaticos no estagio cotiledonar maduro, que
podem ter sido originados a partir da degradacdo dos carotendides
produzidos na fase cotiledonar inicial, 0 que explicaria a diminuigéo
destes compostos nos embrides somaticos em estagio mais diferenciado.

O fato das maiores concentracBes de carotendides nas culturas
embriogénicas de Ocotea catharinensis do tipo 2 serem observadas nos
meios de cultura contendo 58,4 mM de sacarose, na presenca ou
auséncia de glutamina, e ndo dos tratamentos em que foram utilizadas
concentracdes maiores de sacarose pode ter sido devido ao possivel
efeito das altas concentragcBes dos agucares sobre a diminuicdo do
potencial osmdtico do meio de cultura. Segundo Fernandes (2005), sdo
multiplos os causadores de estresse em plantas, afetando o crescimento,
0 desenvolvimento e a producdo das culturas, nas situacdes adversas, a
planta desvia parte de seu metabolismo para se adaptar ou sobreviver ao
fator limitante. O aumento da concentracdo de sacarose de 58,4 mM
para 87,6 mM no meio de cultura, fez com que a quantidade de
carotendides diminuisse drasticamente, aparentemente inibindo a
biossintese, principalmente quando na presenca de glutamina. O
aumento da concentragdo de sacarose no meio de cultura aumenta o
estresse hidrico, através da diminuicdo do potencial osmético do meio
de cultura (Ferreira, 1988). A diminuigéo do potencial osmético do meio
de cultura pode ter dificultado a absorcdo de agua e nutrientes, causando
uma situacdo de estresse hidrico, dificultando a biossintese de
compostos pelas culturas. Isto explicaria a diminui¢do das concentragoes
de carotendides nos tratamentos em que foram utilizadas maiores
concentracdes de sacarose em relagdo a concentracdo de 58,4 mM, mas
ndo explicaria o porqué das culturas crescidas com 116,8 mM de
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sacarose na presenca ou auséncia de glutamina, apresentarem
concentragdes de carotendides maiores do que as observadas com 87,6
mM.

Os carotenoides incluem os carotenos e as xantofilas e séo
moléculas que demandam grande quantidade de 4&tomos de carbono para
serem construidas, o que pode justificar a alta taxa de dissimilagdo
discutida anteriormente, para este tipo de cultura embriogénica, no meio
de cultura contendo sacarose. O fornecimento, portanto, de
concentragGes crescentes de sacarose poderia contribuir para suprir a
demanda de 4tomos de carbono para a biossintese destes compostos.
Por outro lado, o fornecimento de glutamina poderia significar o
aumento do aporte de nitrogénio, para a formacédo de aminodacidos e de
proteinas, muitas delas enzimas, que poderiam otimizar 0s mecanismos
de biossintese. Assim, poderiamos esperar que um aporte maior de
atomos de carbono, pelas concentracdes crescentes de sacarose, e de
nitrogénio, através do fornecimento de glutamina, poderiam otimizar a
producdo dos carotendides, mas isto aconteceu apenas na concentragdo
de 58,4 mM de sacarose e ndo nas demais concentracbes. E na
concentracdo de 87,6 mM a glutamina inibiu a producdo dos
carotenoides, sendo possivel que nesta concentracdo especifica, sejam
ativadas outras rotas metabodlicas, que ndo a de biossintese de
carotenoides, que estejam consumindo os atomos de carbono fornecidos
no meio de cultura.

Os niveis de carotendides, detectados nos tratamentos com
116,8 mM de sacarose, foram semelhantes aos encontrados nos meios
de cultura contendo glucose como fonte de carbono, em que foi possivel
observar que, ndo houve diferenga entre os tratamentos, indicando que, a
biossintese dos carotendides ndo foi influenciada pelas concentracfes de
glucose e/ou pela adigdo de glutamina. O fato das concentragdes de
carotendides nos meios de cultura contendo glucose terem sido menores
do que as observadas com 58,4 mM de sacarose é um indicativo de que
a rota de biossintese destes compostos pode ser otimizada através da
manipulacdo das fontes de carbono, além de indicar a maior eficiéncia
da sacarose no processo. Isto talvez pelo fato das células das culturas
embriogénicas do tipo diferenciada 2 ndo apresentarem sistemas de
enzimas eficientes para metabolizar as moléculas de glucose.

Varios autores citam que 0 estresse salino leva a um incremento
na atividade das enzimas glutamina sintase (Roosens et al., 1998; Viéga
& Silveira, 1999) e glutamato sintase (Berteli, 1995), envolvidas na
assimilacdo do ion aménio. Neste caso, a glutamina fornecida no meio
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de cultura também poderia ser utilizada para aumentar a producéo de
moléculas de glutamato, para assimilar mais ions amoénio do meio de
cultura, desta forma, potencializando ainda mais a biossintese de
glutamina pelas células. Mas a sintese de glutamato também depende de
um precursor do Ciclo de Krebs, o a-cetoglutarato, cujo aporte depende
do 6timo metabolismo das fontes de carbono pela via glicolitica. A
capacidade de incorporar ion aménio em condi¢fes de estresse seja
osmotico (Flores e Galston, 1982), salino (Lovatt, 1990) ou nutricional
(Rabe e Lovatt, 1986) pode representar um mecanismo homeostético
importante frente a condi¢fes de estresse em vegetais (Camara et al.,
2000). Quando a planta é fotossinteticamente ativa, a resposta ao
estresse oxidativo se da pelo aumento nas concentracdes de carotendides
(Siméo, 2010). No entanto, muito pouco se sabe sobre como ocorre a
sintese e acumulo de carotenides em culturas embriogénicas, sendo
necessario conduzir novas investigaches sobre os efeitos das
concentracGes de sacarose sobre 0s mecanismos de promocao e inibigdo
da biossintese de carotendides.

Segundo Viana e Mantell (1999), a presenga de compostos
fendlicos em culturas in vitro pode causar o escurecimento do meio de
cultura, e associado a deplecdo dos nutrientes, leva a oxidacéo e inicio
do processo de senescéncia celular. A investigagdo sobre a producgdo de
compostos fendlicos pelas culturas embriogénicas é a etapa inicial da
investigacdo sobre o potencial de utilizagdo deste sistema para posterior
utilizacdo, ja que sdo vérias as atividades bioldgicas destes compostos,
como a prevencdo de doencas crbnico-degenerativas (Torres et
al.,1987). A capacidade redutora desses compostos pode ser uma das
propriedades utilizadas para justificar a quantificacdo inicial
(Antolovich et al. 2000), além de que alguns compostos fenodlicos
apresentam atividade antifingica e/ou antimicrobiana (Conner, 1993).

Os tipos de cultura embriogénicas de Ocotea catharinensis
estudadas neste trabalho apresentaram diferentes concentracdes de
compostos fendlicos, sendo crescentes, de acordo com o nivel de
diferenciacdo, mas menores que o0s niveis apresentados pelos embrides
somaticos no estéagio cotiledonar maduro. Olmedo (2005) afirma que os
compostos fenolicos liberados no meio de cultura podem atuar como
promotores de embriogénese repetitiva, na auséncia de reguladores de
crescimento. Os compostos fenolicos também estdo envolvidos na
regulacdo do crescimento, organogénese e controle da dorméncia,
acreditando-se que atuem na diferenciacéo reduzindo a plasticidade da
parede celular (Cvikrova et al., 1998). Foi possivel observar que, ao
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longo das semanas de cultivo a concentracdo média dos compostos
fendlicos manteve-se constante, diferente do que foi relatado por
Olmedo (2005) e Viana & Mantell (1999), que relataram o aumento nas
concentracdes de compostos fenolicos ao longo das semanas de cultivo,
alcangando seu maximo na quarta semana. Esta diferenca pode estar
relacionada ao fato dos perfis metabolicos e de diferenciacdo das
culturas estudadas no presente trabalho serem diferentes nas culturas
testadas anteriormente e de serem cultivadas em meio de cultura
contendo carvéo ativo.

O fato da maior concentracdo de compostos fendlicos ter sido
detectada na concentracdo de 58,4 mM, na presenca de glutamina e de
haver uma diminuicdo na concentracdo média de compostos fendlicos
nas concentracdes de sacarose maiores é um indicativo de, assim como
no caso dos carotendides, estar havendo uma influéncia das
concentracdes de sacarose no potencial osmoético do meio de cultura, o
gue indiretamente estaria afetando o metabolismo secundario. A
promogdo da biossintese de fendlicos, através da adicdo da glutamina,
poderia ser explicada pelo fato desta molécula ser precursora do
glutamato, disponibilizando uma quantidade maior destas moléculas,
para assimilar os ions amdnio do meio de cultura em mais compostos
organicos nitrogenados, além de que, poderia ser utilizada diretamente,
pelas transaminases como moléculas doadoras de nitrogénio para a
sintese de 4acidos nucléicos e especialmente de aminoacidos, que
poderiam ser utilizados na otimizacdo da biossintese de enzimas do
metabolismo secundario para a producdo de compostos fenoélicos.

Nas concentra¢es mais altas de sacarose, a adi¢do de glutamina
poderia inibir as rotas de biossintese de fendlicos ou promover, alguma
outra via metabolica, desviando os atomos de carbono para sintese de
outras moléculas, da mesma forma como observado para 0s
carotendides, uma vez que as vias metabolitas sdo interdependentes e a
modificacdo em uma das vias pode ocasionar a mudanga por completo
no metabolismo da cultura (Pratelli & Pilot, 2007; Kissen et al., 2010).

O fato das culturas embriogénicas, crescidas com glucose,
apresentarem um padrdo diferente das crescidas com sacarose,
apresentando maiores concentracfes de compostos fendlicos com 58,4
mM e com 116,8 mM, na auséncia de glutamina, indica que as fontes de
carbono podem interferir no perfil metabdlico das culturas, no que se
refere a producdo de fendlicos. Neste caso, 0 possivel estresse osmético,
causado pela alta concentracdo de glucose, pode ndo ter sido
responsavel pela resposta observada, mas também é possivel que, as



98

diferentes concentra¢cdes de glucose fornecidas estejam promovendo a
biossintese de fendlicos através de mecanismos diferentes, ou
desencadeiem nas células algum mecanismo metabdlico de evitar a
inibicdo da biossintese verificada nos demais tratamentos. E importante
notar que as concentragdes de compostos fenolicos, em ambas as
concentragOes de glucose, foram similares, apenas ndo foi verificada a
inibicdo ocorrida nos outros tratamentos. As culturas crescidas com 87,6
mM de glucose e glutamina além de apresentarem a menor concentracdo
de compostos fendlicos, foram as que apresentaram menor frequéncia de
embriogénese secundaria. Outros fatores devem ser avaliados nesta
concentracdo de glucose para que seja possivel elucidar a razdo da baixa
producdo de compostos fendlicos.

Quando houve a variacdo das fontes de aclcar alcool e
nitrogénio as concentragcbes médias de compostos fenodlicos
mantiveram-se semelhantes entre si, sendo que somente 0 meio
contendo glutamina e sorbitol apresentou diferenca. Este resultado
poderia ser explicado pela influéncia do sorbitol em causar certo nivel
de estresse osmotico nas células, ja4 que é um agente osmoético. E
interessante notar que, neste caso, a resposta foi potencializada pela
glutamina.

A maior porcentagem de inibi¢do do radical livie DPPHe de
culturas embriogénicas do tipo 2, que indica maior atividade
antioxidante foi detectada na quarta semana de cultivo, coincidindo com
as maiores concentracfes de carotendides nas culturas e alta
concentracdo de compostos fenolicos. Os compostos fendlicos sdo
potentes antioxidantes, o que se deve principalmente a sua estrutura
guimica e suas propriedades redutoras. Estas caracteristicas fazem com
que desempenhem um papel importante na neutralizacdo ou sequestro
dos radicais livres, agindo no oxigénio singleto, atuando nas oxidacfes
lipidicas, e quelacdo de metais de transi¢do (Sauté-Garcia et al.,1997;
Hopia & Heinonem, 1999), agindo tanto na etapa de iniciagdo como na
desenvolvimento do processo oxidativo (Soares, 2002; Haslam, 1996;
Chun et al.,2005). Estudos apontam também a capacidade antioxidante
dos carotendides, que sdo constituidos de cadeias de polienos, em um
longo sistema de duplas ligacdes conjugadas, rico em elétrons,
responsavel pela atividade antioxidante, tanto na absor¢do do oxigénio
singlete, quanto de radicais livres, interrompendo as reacGes em cadeia
em que estes estdo envolvidos (McNulty, et al., 2007; Quirés & Costa,
2006; Sikora et al., 2008).
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Quando avaliada a atividade antioxidante entre as culturas
embriogénicas de O. catharinensis estudadas, foi possivel observar uma
fraca correlacdo negativa entre a concentragdo de compostos fenélicos e
a inibicdo do radical livre DPPHe. As culturas embriogénicas do tipo
fridvel foi a que apresentou a maior porcentagem de inibicéo, entretanto,
as concentracdes de compostos fenolicos e de carotendides nestas
culturas foram muito baixas. Ha, portanto, a necessidade de
investigagdes mais aprofundadas, nestas culturas, sobre a razdo da
atividade antioxidante tdo pronunciada. Um aspecto importante,
observado nestas culturas, € que demoram mais para entrar em
senescéncia em relacdo aos outros tipos de cultura estudados. Um outro
resultado interessante foi o fato das culturas embriogénicas do tipo
diferenciada 2 apresentarem atividade antioxidante e alta concentracéo
de carotendides. No entanto, a porcentagem de inibicdo do radical
DPPH- foi metade da inibicdo observada para o tipo de cultura fridvel.

No presente trabalho, os espectros de FT-IR serviram como
forma de complementar as investigagcbes metabdlicas, realizadas com
compostos fendlicos e carotendides, fornecendo também dados que
podem ser aproveitados em investigacbes futuras, quanto a
caracterizacdo do metabolismo das culturas embriogénicas de Ocotea
catharinensis, sendo possivel identificar a ocorréncia de diferentes
grupos funcionais que constituem moléculas do metabolismo primario e
secundério (Pilatti, 2011). A comparacdo do perfil metabdlico se deu
pela sobreposi¢do dos espectros e analises quimiométrica.

As culturas embriogénicas do tipo diferenciada 2 apresentaram
maior nimero de picos de transmitancia na regido de 1300-1000 cm™,
que identificam ligagdes encontradas em moléculas de amido, sacarose,
celulose e terpenos, o0 que explicaria o valor mais elevado na
concentracdo de carotentides. Ja os embriGes somaticos no estagio
cotiledonar maduro apresentaram picos em 1600-1400 cm™, que
identificam as ligacdes C=C, C=0, referentes as amidas primarias, da
estrutura de proteinas, lipideos, terpenos e compostos aromaticos, que
podem ser advindos da metabolizagdo dos carotendides, como discutido
anteriormente. As culturas do tipo fridvel apresentaram picos de
transmitancia na regido de 2850, 1735, 1626, 1225 cm™, ndo observados
nas outras culturas ou nos embriGes somaticos no estagio cotiledonar
maduro. A regido de 2850 cm™ se refere as ligagdes C-H alifaticas CH,
e CHj (carbono primério/secundério), 1740-1720 cm™ C=0 (aldeido),
1630 cm™ C=N, 1225 cm™ C-N alifatica. Estes resultados indicam a
eficiéncia da espectroscopia vibracional de infravermelho médio por
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transformada de Fourier (FT-IR) na caracterizacdo metabdlica dos tipos
de culturas embriogénicas de Ocotea catharinensis e de embrides
somaticos, fornecendo dados prévios para o direcionamento e realizacdo
de novas investigacdes quanto o metabolismo priméario e secundario
desta espécie.

J& a anélise dos espectros referentes aos experimentos em que
foram manipuladas as concentragdes de sacarose, o tratamento com 87,6
mM sacarose sem glutamina, revelou picos na regido de 800-600 cm™,
referentes a presenca de compostos halogenados (C-Cl), e picos
referentes a ligacdo C=C (aromaticos), que podem de alguma forma
estar influenciando no metabolismo primario e secundario das culturas,
que pode ser observado pela inibicdo da sintese de carotendides nas
culturas. Nas culturas com glucose, os picos de transmitancia de todas as
concentracBes e combinacfes se apresentaram semelhantes, o que ndo
justificaria as baixas concentra¢fes de compostos fenolicos nas culturas
contendo 87,6 mM de glucose e glutamina.

Apesar do fato de a maioria dos espectros apresentarem picos
nas mesmas regifes de comprimento de onda, 0 ponto exato onde
ocorreram a formacdo de alguns picos diferiu entre os tratamentos,
indicando diferencas de nivel quali-quantitativo, apesar de possuirem
constituicdes muito parecidas. O fingerprinting se baseia na idéia de que
a composi¢do molecular de uma substancia ou mistura complexa, como
é o caso do material celular vegetal, produz um perfil espectroscépico
Unico, que permite a sua caracterizacao e identificacdo. A habilidade de
monitorar rapida e simultaneamente varios componentes torna este
método ideal para selecionar espécies e linhagens de células de
interesse, além de acompanhar a producdo de metabdlitos ao longo do
cultivo (Schulz & Baranska, 2007).

A espectrofotometria de varredura UV-Vis é mais uma
ferramenta Util para a identificacdo de das classes de compostos
secundarios majoritarios nos diferentes tipos de culturas embriogénicas
de O. catharinensis. O uso da analise de componentes principais
(PCAs), tornou mais visivel as similaridades entre os tipos de cultura
estudadas, tempos de cultivo e formulagbes do meio de cultura,
confirmando os resultados obtidos anteriormente, ou auxiliando no
direcionamento das analises de quantificacdo de metabolitos que nédo
foram investigados. O emprego desta ferramenta se mostrou eficiente na
visualizacdo das diferencas entre os tipos de culturas embriogénicas
analisadas. Em todos o0s casos, 0s espectros obtidos na regido onde
ocorreu a absorcdo de luz UV por compostos fenolicos, 280-400nm
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(Harborne, 1998), corroboraram com os resultados obtidos na avaliagcdo
da concentracdo de compostos fendlicos, discutida anteriormente.

6.2 EFEITO DA DESIDRATACAO, CONDICOES DE CULTIVO E
FORMULACOES DOS MEIOS DE CULTURA, SOBRE A EMBRIOGENESE
SOMATICA SECUNDARIA DE Ocotea catharinensis

A embriogénese somatica secundaria é um processo de extrema
importncia para viabilizar a disponibilidade constante de culturas
embriogénicas, desenvolvimento de experimentos, otimizacdo dos
estudos sobre as fases da embriogénese somatica, sobre conservacao in
vitro de germoplasma, anélises de metabdlitos secundarios, protedmica
e genbmica. Isto porque, para muitas espécies, como € o caso da Ocotea
catharinensis, que apresenta dificuldade na producdo e manutencdo da
viabilidade das sementes, ter que iniciar culturas embriogénicas a partir
de embribes zig6ticos tornaria os estudos demorados ou até mesmo
inviaveis.

Os resultados obtidos a partir dos estudos conduzidos, para
verificar o efeito do tempo de desidratagdo sobre a embriogénese
somatica secundaria das culturas embriogénicas do tipo diferenciada 2
de Ocotea catharinensis indicaram que houve relacdo entre a
manutencdo do potencial de embriogénese secundaria e o nivel de
desidratacdo dos tecidos, sendo que tanto as porcentagens finais de
culturas com embriogénese secundaria como o estabelecimento inicial
do processo foram influenciados pelo nivel de agua nas células. Mesmo
com 3-4 semanas de desidratacdo, quando os niveis de desidratacdo das
culturas cafram de 3,0 para 0,2 mg H,O. mg MS™, que é uma reducéo
bastante significativa em relacdo ao valor inicial de 9,5 mg H,O. mg
MS™?, foi possivel obter um nivel de resposta, em termos de
embriogénese secundaria. A tolerdncia das células a estes niveis de
desidratacdo indicam que esta abordagem, de baixo custo, pode ser
adotada para armazenamento das culturas por curtos periodos de tempo,
guando as repicagens a cada 3 semanas ndo forem possiveis. Outro
aspecto importante é que os niveis de desidratacdo verificados, também
podem servir de base para o desenvolvimento de protocolos de
criopreservacdo e conservagdo de germoplasma por longos periodos,
uma vez que a desidratacdo pode funcionar como um crioprotetor para
tornar as células resistentes & exposi¢ao ao nitrogénio liquido.

A tolerancia a dessecacao se refere a capacidade de sobreviver a
desidratacdo, ou seja, a perda da camada de hidratacdo das moléculas
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gradualmente, incluindo também a capacidade das células de
reidratarem com sucesso. Na natureza, a capacidade de sobrevivéncia
com pouca, ou nenhuma agua, tem a funcdo de garantir a sobrevivéncia
a periodos de condicGes adversas (Hoekstra et al., 2001). Além disso, a
desidratacdo é um requerimento para a maturacdo de muitas espécies,
durante a maturagao, as sementes podem reduzir o seu conteido de agua
de 5 a 10% da sua matéria fresca (Ooms et al., 1994). Quando
desidratados por uma semana, os embribes somaticos que reduziram
cerca de 6% do seu teor de 4gua, 0 que resultou em 100% de
embriogénese secundéaria. As culturas desidratadas por 2 e 3 semanas
reduziram em média 17% do teor de 4gua em relacdo ao material fresco,
este periodo de desidratacdo apresentou os melhores resultados quanto a
formacdo de novos embriGes somaticos, além de uma maior frequéncia
de embrides nos estagios cotiledonar inicial e maduro, apds 4 semanas
de cultivo.

O mecanismo de tolerancia a dessecacdo pode estar ligado,
através da desidratacéo, ao do 4cido abscisico (Ingram & Bartels, 1996;
Bartels et al., 1997). Em sementes ortodoxas, a expressdao do gene
associado com a tolerancia a dessecacdo ocorre como parte do processo
de maturacdo. Como resultado, os embrides tornam-se tolerantes a
dessecagdo, consideravelmente, antes da secagem durante a maturagao.
A diminuicdo no teor de agua é causada pelo acGmulo gradual de
matéria seca (Barlow, 1980). Segundo Bewley e Black (1994), nas
sementes em maturacdo de muitas espécies, as concentragdes de certos
acucares e oligossacarideos aumentam em associacdo com a inducdo a
tolerdncia a desidratacdo. ApGs a perda de agua, a diminuicdo do
volume celular provoca aglomeracdo de componentes citoplasmaticos e
0 conteldo celular se torna mais viscoso, aumentando a chance de
interacdes moleculares que podem causar a desnaturacdo de proteinas e
fusdo de membranas. Uma série de compostos, que podem evitar tais
interacdes moleculares adversas, foi identificada, entre eles a prolina,
glutamato, glicina betaina, carnitina, manitol, sorbitol, frutanos, polidis,
trealose, sacarose e oligossacarideos. Embora sejam quimicamente
diferentes, estes compostos sdo preferencialmente excluidos da
superficie das proteinas, mantendo assim as proteinas hidratadas
(Arakawa, 1991; Xie & Timasheff, 1997).

A utilizacdo de embriBes sométicos, cultivados em meio de
cultura suplementado com sorbitol, para a posterior desidratagdo, pode
estar relacionada a capacidade destes embrides de tolerarem a
desidratacdo, por periodos de até quatro semanas, de se reidratarem com
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sucesso, formando novos embrifes somaticos. Segundo Viana (1998), a
suplementacdo do meio de cultura com agentes osmoéticos pode
provocar desidratacdo dos embrides somaticos e no caso de O.
catharinensis, o nivel de sorbitol utilizado, pode desencadear rotas que
iniciam a inducdo da tolerancia a desidratacdo nos embrides.

O fato do potencial de embriogénese secundaria das culturas
variarem de acordo com as fontes de carbono, e para uma mesma fonte
de carbono, de acordo com a concentracdo utilizada, é um reflexo dos
diferentes niveis de eficiéncia das culturas para processar estes
carboidratos, comprovado e discutido anteriormente a partir das
diferencas detectadas nos perfis metabdlicos das culturas embriogénicas
do mesmo tipo, ndo desidratadas, crescidas na presenca das mesmas
fontes de carbono. A frutose, por exemplo, parece ndo ter sido
metabolizada com eficiéncia pelas culturas embriogénicas em
comparagdo com a glucose e sacarose, € mesmo nos casos destas fontes
de carbono, as concentracBes 6timas para a inducdo do processo de
embriogénese secundaria também variaram (116,8 mM para a glucose,
58 mM e 87,6 mM para a sacarose), indicando diferengas especificas
para cada tipo de carboidrato utilizado. Estes resultados sugerem que
investigagcdes mais aprofundadas sobre a elucida¢do dos mecanismos de
assimilacdo e metabolismo destas moléculas devem ser conduzidos para
explicar estes resultados e servirem de base para a otimizacdo do
sistema de embriogénese secundaria de Ocotea catharinensis. O fato da
concentracdo de 116,8 mM de sacarose ter induzido um baixo
percentual de culturas com embriogénese secundaria pode ter sido
devido ao possivel efeito osmético no meio de cultura.

Uma observacao interessante foi que na presenca de 116,8 mM
de glucose, jA na segunda semana de cultivo, 60% das culturas ja
apresentavam embriogénese secundaria, enquanto que com sacarose
58,4 mM, apenas 40% das mesmas iniciaram 0 processo, sugerindo que
0 mesmo pareceu acontecer mais rapidamente no meio de cultura
contendo a glucose. Como ndo foram realizadas as curvas de
dissimilacdo das culturas em embriogénese secundaria, iniciadas a partir
de estruturas desidratadas, ndo foi possivel saber como seriam as
dissimilacGes de tais culturas, mas supondo-se que fossem as mesmas
obtidas para as culturas frescas, poderiamos inferir que o fato da
dissimilacdo ser mais lenta com glucose, ndo estaria retardando o
processo de embriogénese secundaria, pelo contrario, estaria
estimulando a inducdo mais rapida do mesmo.
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Segundo Han & Park (1999), a concentracdo e o tipo de
carboidrato no meio de cultura afetam muitos aspectos da embriogénese
somatica, como indugdo de competéncia em células ndo-embriogénicas,
e inducdo da embriogénese secundaria. Em Olea europaea 0 uso de
sacarose se mostrou mais eficiente na producdo de novos embrides e
germinacgdo do que quando se usou glucose (Trabelsi et al., 2003), do
mesmo modo, Compton & Gray (1996) demonstraram que as
concentragdes de sacarose até 120 g.L™" melhoram o crescimento das
culturas embriogénicas. Diferente do que foi encontrado por Bensaad e
colaboradores (1996) que relataram uma maior eficiéncia com uso de
glucose no cultivo de anteras, enquanto na presenca de sacarose ou
manitol ndo houve formacdo de embribes somaticos. Nos vegetais, 0s
carboidratos desempenham indmeras fungdes essenciais, sendo substrato
para respiracdo, representando um importante papel na rota biosintética
de diversos compostos, sendo utilizados como blocos construtores de
macromoléculas (Calamar & De Klerk, 2002). Os agucares também
atuam como moléculas sinalizadoras, onde os caminhos de transdugdo
podem influenciar os processos de desenvolvimento e rotas metabdlicas
(Smeekens, 2000). Alguns dos efeitos sobre o crescimento e
desenvolvimento das plantas sugerem uma interagdo dos sinais dos
acucares com a regulagdo hormonal (Rolland et al., 2002, 2006). A
sacarose é utilizada como fonte preferencial de carbono em culturas de
células, tecidos ou 6rgdos vegetais, provavelmente por ser o principal
acucar transportado pelo floema das plantas (Garcia et al., 2002; Pérez
et al., 2000; Petersen et al., 1999). Para a utilizacdo da sacarose em
culturas de células vegetais, como fonte de carbono, é necessario a sua
degradacdo, mediada por duas enzimas, invertase e sacarose sintase,
permitindo a utilizacdo de duas hexoses produzidas. Quando em pH
6timo, os tecidos cultivados possuem dois tipos de invertases, a
invertase acida no vacuolo e parede celular, e uma invertase alcalina
localizada no citoplasma (Hauch & Magel, 1998).

A substituicdo de sacarose por frutose, no meio nas culturas
embriogénicas de Ocotea catharinensis, ndo apresentou resultados
satisfatérios, durante o tempo de cultivo avaliado, tanto em meio MS
guanto em meio WPM. Em Picea glauca e Picea mariana foi observada
uma melhor produgdo de embrifes somaticos, quando utilizada sacarose
como fonte de carboidrato, promovendo também um maior acimulo de
amido celular e aumento gradativo de proteinas totais. Quando a
sacarose foi substituida pela glucose e frutose, houve um menor nimero
de embrifes somaticos normais encontrados, menores niveis de amido e
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contetdo constante de proteinas (Iragi & Tramblay, 2001). No entanto,
ha evidencias que, para Coffea canephora, dependendo do genétipo, a
producdo de embriGes somaticos pode ser de trés a seis vezes maior
guando a sacarose é substituida por frutose ou maltose (Fuentes et al,
2000). Culturas celulares de Ocotea odorifera apresentaram um
incremento maior de massa seca quando mantidas em meio de cultura
com glucose, frutose e amido, do que em sacarose (Oltramari, 2002),
para Paeonia lactiflora o uso da glucose juntamente com reguladores de
crescimento promoveu a producdo de novos brotos e raizes in vitro,
enquanto o seu uso isolado diminuiu a producdo de brotos e folhas
conforme o aumento da concentracdo de glucose (Gabryszewska, 2010).

Slesak e colaboradores (2004) observaram a reducdo do
contetdo de sacarose no meio de cultura de Brassica napus,
acompanhada pelo aumento nas concentragdes de glucose e frutose, o
gue evidencia a presenca de um mecanismo enzimatico, envolvido na
hidrélise da sacarose em frutose e glucose, para serem posteriormente
absorvidas. Além disso, as culturas de hipocotilo tiveram um incremento
da sua massa fresca, quando cultivadas em meio de -cultura
suplementado com sacarose ou glucose, sendo que, quando a fonte de
carbono era frutose, foi detectada uma reducdo na massa fresca,
sugerindo que os tecidos do hipoc6tilo eram susceptiveis aos compostos
furfurais, produtos toxicos oriundos da degradacdo da frutose, apos
autoclavagem. O mesmo ocorreu no presente trabalho, onde a
suplementagéo com frutose ndo estimulou o crescimento das culturas.

Os acUcares adicionados ao meio de cultura, além de fornecer
energia para as culturas, funcionam como agentes osmaticos, Agarwal e
colaboradores (2004) observou que, concentragdes elevadas de
carboidratos causam estresse osmatico nas culturas, aumentando assim a
embriogénese em Morus alba. Sob condigcdes de estresse osmético,
tecidos vegetais podem responder aumentando a sintese de poliaminas
(Litz, 1986) e as poliaminas aumentam a sincronia e eficiéncia da
embriogénese somatica (Bardley et al, 1984).

A embriogénese somaética é, teoricamente, a melhor opgéo para
a propagacdo de espécies frutiferas in vitro, por apresentar alta taxa de
multiplicagdo comparada a qualquer outro processo de propagacao,
possibilidade de producdo em larga escala pela manutencdo da cultura
com menor custo de producdo, além do fato da planta obtida ser
geneticamente idéntica a planta-méae (Barros, 1999). A falta de sincronia
das culturas é considerada uma das limitacdes do processo de
embriogénese repetitiva (Guerra et al., 1999), que pode ser corrigida
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com a manipulagdo do meio de cultura e diferentes tempos de
desidratacdo dos embrides somaticos.

Viana e Mantell (1999), afirmam que uma caracteristica
importante da embriogénese somatica em O. catharinensis é a
capacidade de multiplicacdo das culturas, sem a necessidade da adi¢do
de reguladores de crescimento ao meio basal. Inimeros sinalizadores
desencadeiam respostas fisiologicas que regulam o desenvolvimento
vegetal, entre eles estimulos ambientais, reguladores de crescimento e
moléculas de aclcar e nitrogénio. Segundo muitas pesquisas, ha a
possibilidade das respostas a estes estimulos formarem uma teia
interconectada (Gibson, 2000).

A importancia nutricional das fontes de carbono ja é bastante
conhecida, no entanto, a adicdo de componentes ao meio de cultura,
principalmente macronutrientes e fontes de carbono, pode reduzir
drasticamente o potencial osmoético do meio (George, 1993). O
componente osmético do meio influencia fortemente as células, tecidos,
crescimento de o6rgdos e morfogénese vegetal (Lipavska™ &
Vreugdenhil, 1996; Rout et al., 2000). As culturas embriogénicas de
Ocotea catharinensis crescidas na presenca de concentracfes médias
glucose, na presenga de sorbitol, apresentaram menor porcentagem de
crescimento, quando relacionado com a maior e menor concentracdo
deste acUcar. Para as culturas suplementadas com sacarose, 0 uso da sua
menor concentracdo foi mais eficiente na inducdo da embriogénese
secundaria. Jeannin e colaboradores (1995) trabalharam com uma
variedade de meios de culturas, com diferentes concentracGes e fontes
de carbono, bem como o potencial osmético. Estes autores observaram
gue um limiar minimo de oferta de aglcar e potencial osmético foi
necessario para o crescimento de embriGes zig6ticos imaturos de
girassol, mas ineficaz para a organogénese. Biahoua e Bonneau (1999)
sugerem que a embriogénese somatica in vitro da espécie arborea
Euonymus europaeus, pode ser controlada pela fonte de carbono e do
potencial osmético do meio. O estresse osmotico atua no controle de
muitos processos durante a embriogénese e a germinagdo de embrides
zig6ticos, como a acumulagéo de proteinas de reserva, agucares e amido,
além da prevencdo da germinacdo precoce pela manutencdo dos
embrides em estagio de maturacéo (Find, 1997).

O uso de carvéo ativado e sorbitol em culturas embriogénicas
de Ocotea catharinensis foi relatado anteriormente por Santa-Catarina
(2001) e Olmedo (2005), havendo um incremento em matéria fresca e
na manutencdo dos embrides somaticos no estagio globular, o que
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sugere que houve uma diminuicdo do potencial osmotico do meio de
cultura, possibilitando o acumulo de substancias de reserva, como amido
nas estruturas embriogénicas. No presente trabalho, as culturas
desidratadas por duas e quatro semanas apresentaram uma maior taxa de
embriogénese secundaria quando na presenca de sorbitol. O sorbitol,
neste caso poderia estar tendo efeito via estresse osmético, controlando
a absorcdo dos demais nutrientes do meio de cultura e/ou sendo
metabolizado pelas células, como fonte de carbono.

O uso do carvao ativado pode ter um efeito vantajoso, segundo
George (1996), como a adsor¢do de compostos fendlicos produzidos
pelos tecidos vegetais. No entanto, estudos demonstraram que o carvdo
ativado acidifica 0 meio de cultura durante a autoclavagem e o pH muito
mais baixo ocasiona a hidrdlise acida do sorbitol e da sacarose (Druart
& De Wulf, 1993), o que ocasiona o aumento nos niveis de glicose e
frutose, além disso, a frutose tem sido identificada como inibidor do
crescimento in vitro de algumas espécies, o que esta de acordo com os
resultados obtidos para embrides somaticos de Ocotea catharinensis.

Para embrides somaticos de Glycine max, a suplementacdo do
meio de cultura com 3% de sorbitol causou a inibicdo do incremento da
massa fresca, no entanto promoveu a conversdo em plantas e a
germinacdo. Os autores afirmam que ha uma relacdo inversa entre
potencial de conversdo dos embrides e o tamanho dos embrides
maduros, sendo assim é importante o uso de suplementos osmoticos que
proporcionem uma melhoria na resposta embriogénica, impedindo a
histodiferenciacdo (Walker & Parrot, 2001). O uso de sorbitol em
cultivares de arroz (Oryza sativa L.) aumenta a frequéncia de
regeneracdo de plantulas a partir de embrides somaticos, além de ser
possivel alterar a baixa frequéncia de regeneracdo de determinados
genotipos através da adicdo de sorbitol no cultivo continuo juntamente
com outros aglcares (Pengpeng et al., 2008)

A presenca da luz influenciou positivamente na embriogénese
secundaria, sendo que em culturas embriogénicas com sacarose a
frequéncia foi quatro vezes maior, apds 8 semanas de cultivo, ja quando
as culturas foram suplementadas com glucose, essa diferenca foi de
pouco menos de duas vezes. No entanto, apesar de haver a
embriogénese secundaria nas culturas mantidas no escuro, estas
apresentavam menor quantidade de biomassa e aspecto branco-
translicidas, enquanto que as culturas mantidas na luz apresentavam
branco-amareladas e opacas. O aspecto das estruturas embriogénicas é
considerado importante na caracterizacdo do nivel de diferenciacéo,
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embries somaticos maduros translicidos, por exemplo, podem refletir
uma deficiéncia no contetdo de substancias de reserva, como amido e
proteinas. O acumulo destas substancias de reserva faz com que se
tornem opacos, sendo uma etapa fundamental na embriogénese zigotica,
pois o amido sera utilizado pelo embrido até a planta se tornar
autotrdfica (Bewley & Black, 1994; Tulecke &McGranahan, 1985).

Os meios de cultura com composicdes salinas diferentes, como
0 WPM e MS, testados neste trabalho, apresentaram respostas bem
distintas, sendo que o meio WPM foi o que apresentou os melhores
resultados quando testado com as trés fontes de carbono, em
concentracBes distintas. As culturas com sacarose e glucose
apresentaram as maiores frequéncias de embriogénese secundaria neste
meio, enquanto a utilizacdo da frutose foi inibitéria de embriogénese
secundaria. Apesar do meio de cultura MS ser o mais utilizado em
cultura de tecidos de plantas, este apresentou uma baixa frequéncia de
embriogénese secundéria, retardando a embriogénese secundaria nas
culturas suplementadas com sacarose e glucose, enquanto que, na
presenca de frutose alcangou mais de 50% de embriogénese secundaria
na sexta semana de cultivo, no entanto, ocorreu morte celular logo apés
este periodo. Estes resultados indicam que novas investigacfes devem
ser feitas com este meio de cultura, por periodos mais longos. No caso
das culturas suplementadas com frutose ha a necessidade de testes de
novas metodologias, como multiplicacdo em meio contendo frutose para
observar se a resposta embriogénica continua ocorrendo, ou se este fato
ocorre foi devido aos compostos de reserva pré-existentes nas estruturas.
McCown & Sellmer (1987), afirmam que a inibicdo da embriogénese
somatica no meio K, pode ser devido a grande quantidade de cloreto de
calcio presente em sua formulacdo, pois, algumas espécies podem ser
altamente sensiveis ao sal. Segundo os mesmos autores, a forca ibnica
total do meio de cultura, que varia conforme a concentracdo de ions
inorgénicos presentes, a concentragcdo de nitrogénio inorganico (aménio
e nitrato) e a razdo aménio/nitrato, podem influenciar no crescimento in
vitro. Segundo estes autores 0 meio de cultura WPM possui 42,39 mM
de ions inorganicos, 14,58 mM de nitrogénio e razdo aménio/ nitrato
igual a 0,51, ja 0 meio MS possui duas vezes mais de ions inorganicos
(94,25 mM), quatro vezes mais nitrogénio e razdo amonio/nitrato
semelhante (0,52).

A utilizacdo de baixas temperaturas, durante a desidratacdo, foi
testada como alternativa para o0 armazenamento das culturas
embriogénicas do tipo 2, fora do meio de cultura, por um maior periodo
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de tempo, diminuindo assim, a necessidade de repicagens a cada trés ou
quatro semanas de cultivo. Além disso, estudos feitos com flores e
inflorescéncias de diversas espécies, em baixas temperaturas, tém
estimulado a resposta embriogénica em anteras. Graos de pélen, tratados
com baixas temperaturas, por periodos adequados, apresentam resposta
embriogénica mais elevada em comparagdo com explantes ndo tratados.
No entanto, muito pouco se sabe sobre os efeitos da baixa temperatura
sobre a reprogramacao celular, de células ndo embriogénicas para que se
tornem células embriogénicas durante o cultivo in vitro (Teixeira &
Marbach, 2002). No entanto, foi possivel observar que as culturas
embriogénicas de Ocotea catharinensis mantidas desidratando por 2
semanas a 25°C, seguida de duas semanas em geladeira (5°C),
apresentaram  uma  frequéncia de  embriogénese  somaética
significativamente maior do que a das culturas embriogénicas mantidas
durante as quatro semanas de desidratacdo a 25°C, apresentando também
uma maior sincronia das culturas, em que foi observado um elevado
numero de embrides somaticos no estagio cotiledonar inicial.

6.3 CARACTERIZACAO HISTOQUIMICA DE CULTURAS EMBRIOGENICAS
DE Ocotea catharinensis

Segundo Yeung (1995) o inicio da diferenciacdo estrutural do
embrido somatico se d4 com a formagao da protoderme circundando o
embrido, como foi observado no presente trabalho, nos embrides
somaticos no estagio globular, produzidos a partir das estruturas das
culturas embriogénicas do tipo diferenciada 2, nas estruturas globulares
produzidas pelas culturas embriogénicas do tipo diferenciada 1, nas
estruturas  cotiledonares iniciais, predominantes nas culturas
diferenciada tipo 2, e nos embriGes somaticos no estigio cotiledonar
maduro. Assim sendo, foi possivel observar neste trabalho que, cada
tipo de estrutura e de cultura embriogénica estudada, esta em um estagio
de diferenciacéo especifico.

Segundo os testes histoquimicos realizados com as estruturas
provenientes de diferentes tipos de culturas embriogénicas de Ocotea
catharinensis, foi possivel observar diferengas nos padrbes de reserva e
localizagéo dos polissacarideos &cidos, neutros e proteinas. Foi possivel
observar, também, que os embrifes secundarios no estagio globular,
originados das estruturas cotiledonares das culturas embriogénicas tipo
diferenciada 2, as estruturas globulares produzidas pelas culturas
embriogénicas do tipo diferenciada 1 e aquelas produzidas pelas cultura
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tipo diferenciada 2 apresentaram maior atividade mitotica do que os
embribes somaticos no estdgio cotiledonar maduro. O aumento do
volume celular, com expanséo do vacuolo, por sua vez, foi caracteristico
dos embriGes somaticos no estagio cotiledonar maduro.

Assim como o0s embrifes zigdticos os embrifes somaticos
armazenam em seus tecidos de reserva, proteinas, lipidios e carboidratos
(Gupta et al., 1991). As reservas de proteinas, carboidratos e lipideos
comegcam a ser produzidas ap6s o periodo inicial do crescimento
mitético, sendo que as proteinas sdo depositadas em corpos protéicos,
carboidratos sdo convertidos em amido ou entram na composi¢do da
parede celular e lipideos em corpos lipidicos ou oleaginosos. (Bewley e
Black, 1994).

Segundo Scott e Dorling (1995 apud Bouzon, 1999), as reagdes
de parede celular com AT-O diferem quantitativamente e
qualitativamente, conforme as diferentes fracfes 4&cidas dos
polissacarideos. Quando corados com AT-O, apenas as paredes
celulares de algumas células das estruturas produzidas a partir das
culturas embriogénicas de Ocotea catharinensis dos tipos diferenciada 1
(estruturas globulares) e diferenciada 2 (embrides somaticos no estagio
cotiledonar inicial) apresentaram uma leve reacdo metacromatica,
apresentando coloracdo violacea. Resultado diferente foi obtido por
Santa-Catarina (2001), com embrides somaticos de O. catharinensis, em
gue houve intensa reagdo metacromatica na parede celular, devido a
presenca de polissacarideos &cidos em grande quantidade. Isto ocorreu,
talvez pelo fato dos embriGes somaticos utilizados no presente trabalho
estarem em estados de diferenciacdo diferentes e é um indicativo de que
o0s polissacarideos da parede celular podem estar sofrendo alteracdes,
gualitativas e quantitativas, de acordo com o estagio de
desenvolvimento dos embriGes somaticos. Assim, tais moléculas
poderiam funcionar como marcadores bioquimicos do desenvolvimento,
mas para comprovar esta hipdtese, estudos mais detalhados sobre as
alteracdes na quantidade e na composicao dos polissacarideos da parede
celular de embribes em diferentes estagios de desenvolvimento devem
ser conduzidos. Além disto, no presente estudo também foram
detectados granulos ortocromaticos no citoplasma das células das
estruturas embriogénicas estudadas.

A reacdo de PAS é a utilizada para a identificacdo dos
polissacarideos neutros, onde o &cido perioédico oxida moléculas que
possuem o0s grupos 1,2-glicol, que é geralmente encontrado nas
moléculas de celulose e amido (Trick e Pueschel, 1990). Nas estruturas
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embriogénicas de Ocotea catharinensis analisadas no presente trabalho
foi possivel observar grdos de amido nas células da protoderme e nas
células parenquimaticas do tecido de reserva dos cotilédones, sendo que
o tamanho dos grdos de amido variou conforme a regido em que se
encontrava no embrido somatico, e também conforme o tipo de estrutura
embriogénica estudada.

Resultados semelhantes foram encontrados, para a mesma
espécie, em que as células da protoderme apresentaram grdos de amido
pequenos, enquanto que nas células localizadas na parte mais interna
dos cotilédones os grdos observados foram maiores (Santa-Catarina,
2001). Do mesmo modo, embriBes zigdticos de Vicia faba
apresentaram grdos pequenos ha protoderme e maiores nas células
parenquimaticas do tecido cotiledonar (Borisjuk et al., 1995). Conforme
estudos realizados com as espécies Aspidosperma polyneuron (Ribas et
al., 2005) e Araucaria angustifélia (Steiner et al., 2009), os grdos de
amido tém sido apontados como indicadores do processo embriogénico,
estes autores sugerem ainda a relagdo da presenca de grdos de amido
com processos de embriogénese somatica in vitro. Para verificar se ha
diferenca na quantidade de amido produzido pelos diferentes tipos de
culturas embriogénicas e pelos embribes secundarios no estagio globular
e cotiledonar maduro, o que seria indicativo de diferencas no
metabolismo de carboidratos, novos experimentos devem ser
conduzidos.

Bouzon (1999) afirma que as proteinas sdo as principais
constituintes estruturais das membranas das organelas celulares e estdo
presentes no citoplasma, como moléculas envolvidas em diversas rotas
metabdlicas, muitas delas atuando como enzimas. A alta afinidade de
ligacdo a proteinas que CBB possui, faz com que seja o corante mais
utilizado para identificacdo e quantificacdo de proteinas totais (Cawood
et al., 1978). Quando coradas com CBB, as células dos embrides
somaticos secundarios, produzidos a partir das estruturas desidratadas,
assim como as estruturas embriogénicas produzidas pelas culturas dos
tipos diferenciadas 1 e 2 de Ocotea catharinensis evidenciaram
componentes protéicos abundantes, nas paredes celulares e distribuidos
por todo o citoplasma, mas que diminuiram nos embriGes somaticos no
estagio cotiledonar maduro, o que indica a coincidéncia da atividade
protéica intensa com os momentos fisiologicos que requerem grande
atividade mit6tica, em tecidos de natureza meristematica, pouco
diferenciados.
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A maior concentracdo de componentes protéicos distribuidos
pelo citoplasma indica intensa producdo de organelas celulares. A
sintese protéica para a génese de organelas celulares torna o citoplasma
compacto e muito ativo, o que é tipico de células em multiplicacdo e
divisdo celular. Grande quantidade de proteinas de reserva, em forma de
unidades granulares e corpos protéicos, também foram observados em
embrides zigoticos de Theobroma cacao (Alemanno, et al. 1997). Ja, no
presente trabalho, nas células dos embrides somaticos maduros de
Ocotea catharinensis, a reacdo positiva ao CBB foi menos intensa no
citoplasma e ficou mais restrita as regides nuclear e perinuclear (onde se
concentram as organelas citoplasmaticas), resultado semelhante ao
obtido por Santa-Catarina (2001) em embriGes somaticos maduros da
mesma espécie.

Analises quantitativas e qualitativas das proteinas
produzidas pelos diferentes tipos de culturas embriogénicas, estudadas
no presente trabalho e pelos embrides somaticos, nos diferentes estagios,
serdo de fundamental importancia para a identificacdo de possiveis
marcadores moleculares do desenvolvimento e elucidagdo dos eventos
metabdlicos, que ocorrem durante o processo de diferenciacdo dos
embrides somaticos. Tais estudos, associados aos estudos de genémica
funcional, poderdo contribuir para um conhecimento mais aprofundado
sobre o controle génico dos processos de embriogénese somatica, em
cada estagio de desenvolvimento e deverao ser realizados futuramente.
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7. CONCLUSOES

Tomados em conjunto os resultados encontrados no presente
estudo permitiram as seguintes conclusdes sobre o sistema de
embriogénese somatica de Ocotea catharinensis:

As andlises das curvas de dissimilacdo apresentaram
padrdo linear de crescimento das culturas crescidas em
meio de cultura com sacarose, entrando na fase
estacionaria ap6s o 20° dia, enquanto as culturas
embriogénicas crescidas em meio de cultura com
glucose apresentaram mais de um padrdo de
crescimento.

As caracteristicas das formulagGes salinas dos meios
de cultura, assim como das morfologias influenciam no
contelido de metabdlitos secundarios. Sendo que o
periodo de cultivo interfere na quantidade de
carotendides, mas ndo de compostos fendlicos

O perfil metabdlico das culturas embriogénicas de
Ocotea  catharinensis  obtidos  através  da
espectrofotometria de varredura em UV-Vis e
espectroscopia de FT-IR corroboram os resultados
obtidos na quantificacdo de metabdlitos secundarios.

A atividade antioxidante avaliada nos extratos de
culturas embriogénicas ao longo das semanas
apresentou alta correlagdo com a concentragdo de
compostos fenolicos. A cultura embriogénica do tipo
friavel apresentou maior atividade antioxidante, ndo
apresentando correlagdo com a concentracdo dos
metabdlitos secundarios avaliados.

Periodos e baixas temperaturas durante a desidratacdo
dos embrides somaticos, influenciaram na inducgéo da
embriogénese somética secundaria em Ocotea
catharinensis.

Culturas embriogénicas somaticas mantidas na
presenca de fonte luminosa apresentam maiores
valores médios de embriogénese somatica secundaria,
quando na auséncia de fonte luminosa e glucose a
116,8mM apresentam maior embriogénese somatica
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secundaria quando comparada as culturas mantidas na
presenca de sacarose 54,8mM.

Culturas embriogénicas mantidas em meio de cultura
suplementado com 54,8 mM de sacarose e 116,8 mM
de glucose ambos com 121 mM de sorbitol, 2,73 mM
de glutamina, 1,5 g.L™" de carvdo ativo e 2 g.L™ de
Phytagel, apresentaram os melhores resultados na
inducdo de embriogénese secundaria.

A partir da caracterizacdo histoquimica foi possivel
observar que as estruturas embriogénicas somaticas
secundarias produzidas a partir de embrides
desidratados, culturas do tipo diferenciado 1 e 2,
apresentam grande quantidade de proteinas dissolvidas
no citoplasma, apresentando baixa concentracdo de
polissacarideos acidos. Conforme a diferenciacdo das
culturas, maior a organizacdo dos grdos de amido em
agregados.

A producdo de estruturas embriogénicas somaticas
secundarias de Ocotea catharinensis em diferentes
condicbes, para a investigacdo da producdo de
compostos do metabolismo secundario é possivel,
havendo a necessidade de estudos de longo prazo para
a confirmacao dos resultados obtidos.
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