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RESUMO

Vriesea reitzii Leme & Costa € uma bromélia da Floresta Atlantica, ocorre em
altitudes que variam de 750 a 1200m, e é endémica no estado de Santa
Catarina. Em um contexto de coleta desordenada e ameaca de extincao,
destaca-se a importancia das técnicas de cultura de tecidos, as quais
possibilitam a propagacdo massal desta espécie e a reducdo da presséo de
coleta na natureza. O sistema regenerativo definido como Culturas Nodulares
(CNs) configura como uma estratégia eficiente para a micropropagacao dessa
bromélia, visto que culmina na producdo multipla de brotos adventicios. Supde-
se que a aquisicdo da competéncia celular in vitro para a obtencdo de CNs é
modulada pelos percentuais de metilacdo global do DNA e pelo contetdo de
poliaminas livres, e que ambos sdo mediadores-chave da morfogénse in vitro e
estdo envolvidos na regulagdo da expressao génica. Entdo, o objetivo deste
estudo foi avaliar a dindmica da metilacdo global do DNA nuclear e das
poliaminas (PAs) livres enddégenas durante a inducdo e o desenvolvimento
inicial das culturas nodulares (CNs) provenientes de explantes foliares de
brotos in vitro de Vriesea reitzii. Para tanto, brotos submetidos a sucessivos
subcultivos em meio MS basico liquido suplementado com ANA (2 yM) mais
BAP (4 uM) foram individualizados, padronizados por tamanho e incubados em
meio MSB liquido isento de fitorreguladores. Apds 3 semanas, esses brotos
foram utilizados como fonte de explantes para excisdo das bases foliares.
Bases foram inoculadas sobre ponte de papel em tubos de ensaio contendo
meio MSB liquido suplementado com ANA (4 pM) + BAP (2 pM). Amostras
representativas foram coletadas em TO (base segmentada, mas nao
inoculada), T1, T2, T3 e T4 (uma, duas, trés e quatro semanas de cultivo,
respectivamente.) e congeladas a -80°C. Bases foliares recém-coletadas nos
respectivos tempos de cultivo foram submetidas a caracterizacdo morfolégica
por meio de registro em microscopio estereoscépio e a analises histoquimicas.
Amostras obtidas nos tempos de cultivo descritos foram submetidas a extracao
de DNA, a posterior digestdo de acidos nucléicos, e a deteccdo da
porcentagem de metilacdo da citosina (% 5mdC) em HPLC/UV. Amostras dos
mesmos tempos de cultivo foram submetidas a identificacdo e quantificacao
das PAs em HPLC/UV apés extracao e dansilacdo delas. As culturas nodulares
originam-se a partir da proliferacdo de células meristematicas da base foliar e
em duas semanas de cultivo evidenciou-se a sua formacao. Durante a inducéo
de CNs observou-se um decréscimo expressivo nos percentuais de metilacao
(5mdC) também evidenciado em T2, sendo que em TO houve 24,8% de
metilacdo e em T4 12,5%. Portanto, existe uma correlacdo entre percentuais de
5mdC e competéncia para inducédo de CNs e o0 evento epigenético envolvido na
morfogénese in vitro foi a demetilagdo. Os teores enddgenos das PAs livres
Espermidina (Spd) e Espermina (Spm) mantiveram-se constantes durante a
inducdo das CNs. A Putrescina (Put) apresentou um aumento a partir de T2 o
gue indica que o seu envolvimento na divisao celular.
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ABSTRACT

Vriesea reitzii Leme & Coasta is a bromeliad from the Atlantic Forest, occurs at
elevations ranging from 750 to 1200m, and is endemic in the state of Santa Catarina. In
a context of disordered collection and threat of extinction, we highlight the importance
of tissue culture techniques, which the mass propagation of this species and the
reduction of pressure in the natural habitat. The regenerative system defined as Nodule
Clusters (NCs) configured as an efficient strategy for micropropagation of this
bromeliad, since culminates in the production of multiple adventitious shoots. It is
assumed that the acquisition of in vitro cell competence to obtain NCs is modulated by
the global methylation percentage of the DNA and the content of free polyamines , and
both are key mediators in vitro morphogenesis and are involved in regulating the
expression gene. So, the aim of this study was to evaluate the dynamics of the global
nuclear DNA methylation and polyamines (PAs) endogenous free during induction and
early development of nodule clusters (NCs) from leaf explants of in vitro shoots of
Vriesea reitzii. For both, shoots subjected to successive subcultures in MS medium
supplemented with NAA net (2 mM) plus BAP (4 mM) were individualized,
standardized by size and incubated in MSB liquid medium free of growth regulators.
After 3 weeks, these buds were used as source of explants for excision of leaf bases.
Bases were inoculated on paper bridge in test tubes containing MSB liquid medium
supplemented with NAA (4 mM) + BAP (2 mM). Representative samples were taken at
TO (segmented basis but not inoculated) T1, T2, T3 and T4 (one, two, three and four
weeks of culture, respectively). And frozen at -80°C. Freshly collected in their times of
cultivation bases underwent morphological characterization by registering a
stereoscopic microscope and histochemical analyzes. Samples obtained in cultivation
periods described were subjected to DNA extraction, the subsequent digestion of
nucleic acids, and detection of the percentage of cytosine methylation (% 5mdC)
HPLC/UV. Samples from the same culture times were submitted for identification and
quantification of PAs in HPLC / UV after extraction and dansylation them. Nodule
clusters arise from the proliferation of meristematic cells of leaf base and in two weeks
of culture showed up his training. During induction of NCs observed a significant
decrease in the percentage of methylation (5mdC) also evidenced in T2, and was 24.8%
at TO and T4 methylation of 12.5 %. Therefore, there is a correlation between
percentage of 5mdC and competence for induction of NCs and the epigenetic event
involved in morphogenesis in vitro was demethylation. The endogenous levels of free
PAs spermidine (Spd) and Spermine (Spm) remained constant during the induction of
NCs. The Putrescine (Put) showed an increase from T2 indicating that their involvement
in cell division.
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3. ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

As bromélias consistem em um grupo taxonémico de grande
importancia, as quais sdo endémicas do bioma Mata Atlantica, um hotspot de
biodiversidade (MYERS et al., 2000), onde contribuem para a manutencdo da
estabilidade dos ecossistemas (ARANDA-PERES e RODRIGUEZ, 2006).
Vriesea reitzii Leme & Costa (FIGURA 1) € uma espécie endémica do estado
de Santa Catarina (REITZ, 1983), ocorre na Floresta Ombrdfila Mista (LEME e
COSTA, 1991) em altitudes que variam de 750 a 1200m (BAENSCH e
BAENSCH, 1994).

Em funcdo de seu uso ornamental e paisagistico, ela vem sendo
extraida de forma desordenada de seu habitat natural, encontrando-se em
perigo de extincdo. Neste contexto, destaca-se que as técnicas de cultura de
tecidos possibilitam a sua propagacdo massal e a reducdo da pressdo de

coleta na natureza.

Figura 1. Imagem da espécie de Bromélia Vriesea reitzii Leme & Costa, objeto de
estudo do presente trabalho (DAL VESCO, 2010).

Embora apresentem grande potencial ornamental, poucas espécies de
bromélias sdo produzidas em escala comercial, em razdo da sua
disponibilidade e facil retirada do ambiente natural. Desta maneira, pouco tem
sido feito para se estabelecer sistemas de cultivo visando suprir a sua
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demanda crescente no mercado ornamental (ANACLETO e NEGRELLE, 2009)
e assim minimizar o perigo de extingdo da espécie. Para evitar a eroséo
genética de espécies nestas condi¢des, tem sido desenvolvidos protocolos de
propagacao e conservacao das espécies nativas.

Segundo Guerra e Dal Vesco (2010) as técnicas de cultura de tecidos
tém se apresentado como uma estratégia de conservacdo e propagacao em
larga escala para as espécies ameacadas, ja sendo aplicadas para varias
espécies de bromélias nativas (ALVES; GUERRA, 2001; POMPELLI et al.,
2004; RECH FILHO et al., 2005; DAL VESCO et al., 2010; DAL VESCO et al.,
2011). Ao mesmo tempo, as técnicas de cultivo in vitro tém permitido o estudo
da fisiologia das bromélias, relacionado ao efeito das alteragdes hormonais nos
tecidos (ALVES et al., 2006; DAL VESCO e GUERRA, 2010; DAL VESCO et al,
2011; SCHERER et al, 2013).

Os sistemas tradicionais de cultivo regenerativos in vitro e mais
comumentes conhecidos sdo a embriogénese e a organogénese soméatica. Um
padrdo de resposta que apresenta caracteristicas diferenciadas desses
sistemas e que pode ser classificada como uma terceira via da morfogénese in
vitro (GEORGE, 1993) é observada em Bromélias. Este sistema regenerativo é
definido como culturas nodulares (CNs) e se configura em uma estratégia
eficiente para a micropropagacdo em grande escala, para esta e outras
bromélias do género, ja que em condi¢cdes de cultura adequadas apresentam
alto potencial regenerativo, culminando na producdo mudultipla de brotos
adventicios (GUERRA e DAL VESCO, 2010).

O sistema de culturas nodulares foi descrito para o género Vriesea por
Alves e Guerra (2001); Rech Filho et al. (2005); Alves et al. (2006) e mais
recentemente por Guerra e Dal Vesco (2010); Dal Vesco e Guerra (2010).
Culturas nodulares sédo definidas como grupos de nédulos organogénicos de
forma globular, de coloracdo verde amareladas a transllcidas, apresentando
textura friavel a levemente compacta e compostas basicamente por
aglomerados meristeméticos que, e em condi¢des de cultivo adequado,
resultam na regeneracdo multipla de brotos (DAL VESCO et al.,, 2011;
SCHERER et al., 2013).

Uma das estratégias para a indugdo de CN em bromélias se baseia no
uso de bases foliares (ALVES et al., 2006; RECH FILHO et al.,, 2009; DAL
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VESCO, 2010), que se fundamenta na existéncia de elementos vasculares na
regido basal das folhas de bromélias que contém células competentes para re-
diferenciacdo quando ativadas por sinais regulatérios (HOSOKI & ASAHIRA,
1980). O inicio do desenvolvimento de Vriesea reitzii foi observado a partir de
tecidos parenquimativos apés trés semanas em cultura, sendo que o elevado
potencial de regeneracdo de explantes foliares foi atribuido & presenca do
meristema intercalar na regiao basal das folhas (HOSOKI & ASAHIRA, 1980).

Corredor (2012) caracterizou o0s aspectos morfo-histoquimicos
envolvidos durante a formacédo das CNs de V. reitzii e verificou que o inicio da
sua inducao ocorreu a partir dos meristemas intercalar e marginal presentes
nas bases foliares a partir da segunda semana de cultivo em meio
suplementado com acido a-naftalenoacético (ANA) (2 upM) mais 6-
benzilaminopurina (BAP) (4 uM) (A2B4). Tendo em vista que este sistema
regenerativo é afetado pelo tipo e concentracdo dos reguladores de
crescimento empregados (GAHAN & GEORGE, 2008), em trabalhos anteriores
buscou-se a criacdo de métodos que ajustassem a composi¢cdo do meio de
cultura (RECH FILHO et al., 2005; ALVES et al., 2006; DAL VESCO, 2010). O
meio de cultivo MS basico suplementado com A4B, tem sido empregado para a
inducdo das CN de V. reitzii a partir dos resultados obtidos por Dal Vesco e
Guerra (2010).

A fase de inducdo de culturas nodulares envolve processos de
sinalizacdo celular, estimulados por auxinas e citocininas, 0s quais estédo
envolvidos na decisdao das células durante o ciclo celular, visto que sao
sinalizadores para a entrada na rota de transducdo de sinais que levara ao
processo morfogenético. As etapas que envolvem a aquisicdo da competéncia
das células meristematicas e os reguladores de crescimento necessitam de
uma regulacdo precisa da expressdo de genes especificos associados a
formacéo dos meristemas.

A metilacdo do DNA, que consiste no principal mecanismo epigenético
em plantas, envolve o silenciamento génico e, em muitas situacdes, é essencial
para a aquisicdo da competéncia celular in vitro durante estadios especificos
do desenvolvimento (RUIZ-GARCIA et al. 2005). A metilagdo da citosina em
regides promotoras pode afetar a expressao génica e, portanto, pode contribuir

com a variacdo fenotipica e o desenvolvimento das plantas (ZHANG et al.,
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2010). Ela regula varios processos envolvidos no crescimento e
desenvolvimento das plantas e seus distintos padres podem ser um reflexo
dos diferentes processos do desenvolvimento envolvidos (CHAKRABARTY et
al., 2003). Tem sido discutido que € possivel relacionar o status de metilacéo
especifico & competéncia morfogénica in vitro, e que mudancas especificas na
metilacdo do DNA de plantas estdo associadas com o desenvolvimento
(NOCEDA et al. 2009).

Por sua vez, as poliaminas (PAs) tém sido consideradas fortes
sinalizadoras na proliferacédo e diferenciacdo celular em processos como a
embriogénese somética e durante a exposicdo das plantas a estresses
ambientais (KAUR-SAWHNEY et al. 2003; SILVEIRA et al. 2004; KUSANO et
al. 2007). Poliaminas como a Putrescina, espermidina e espermina Ss&o
consideradas as mais importantes para as plantas, atuam em estagios
essenciais do desenvolvimento embriogénico (Minocha et al., 1999). Elas tém
sido indicadas como atuantes em muitos eventos celulares, como por exemplo,
replicacdo do DNA nuclear (TASSONI et al., 2000).

Supbe-se que e a aquisicdo da competéncia celular in vitro para a
obtencdo de CNs € modulada pelos niveis de metilagdo do DNA e pelo
contetdo e tipo de poliamina, e que ambos sdo mediadores-chave da
morfogénse in vitro e estdo envolvidos na regulacdo da expressao génica. Nao
ha estudos envolvendo esta rota morfogenética e estas variaveis para espécies
de bromélias. Portanto, a avaliacdo da metilacdo global do DNA e dos teores e
tipos de poliaminas é de grande relevancia para o entendimento e elucidacao
dos pontos de controle associados a fases especificas durante a indugéo e o

desenvolvimento inicial das CNs em Vriesea reitzii.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho objetivou avaliar o padréo de desenvolvimento de plantulas
da bromélia Vriesea reitzii Leme & A. Costa provenientes de explantes foliares
e estudar processos avancados de cultivo in vitro na regeneracdo de brotos

adventicios por meio de culturas nodulares.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

i) Caracterizar etapas especificas do desenvolvimento inicial das culturas
nodulares (CNs) em Vriesea reitzii por meio de analises morfologicas e
histoquimicas;

i) Estudar a dindmica dos niveis de metilacdo global do DNA durante a
inducdo e desenvolvimento inicial das culturas nodulares (CNs)
associados as caracteristicas morfo-anatomicas;

iii) Determinar o contetado enddgeno das poliaminas (PAS) livres putrescina,
espermidina e espermina durante a inducdo e o desenvolvimento inicial

das culturas nodulares (CNs).
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5. REVISAO DE LITERATURA

5.1 AS BROMELIAS E A MORFOGENESE IN VITRO DAS CULTURAS
NODULARES

As florestas neotropicais do mundo apresentam consideravel
diversidade bioldgica de epifitas vasculares, contribuindo com a manutencgéo
desses ecossistemas, bem como, com a biodiversidade (BENZING, 1990).
Dentre as epifitas vasculares representadas por pteridéfitas e angiospermas,
destacam-se as Bromeliaceae (BENZING, 1990).

A familia Bromeliaceae esta distribuida pelos Neotrépicos possuindo 58
géneros em 3172 espécies e subespécies (LUTHER, 2008; GIVNISH et al.,
2011). Desse total, 40 % das espécies sao encontradas em territorio brasileiro
(MOLLO et al., 2011). No Brasil, a maior riqgueza de espécies dessa familia
ocorre na Floresta Atlantica, sendo que nas regides Sul e Sudeste existem
populacdes com elevado endemismo (REITZ, 1983; MARTINELLI, 2000).

A coleta das bromélias para fins ornamentais e comerciais, bem como
o desmatamento das Florestas tropicais causam uma reducdo na sua
biodiversidade (RECH FILHO et al., 2005), o que pode levar a extingao de
espécies.

As técnicas de cultura de tecidos vegetais possibilitam por meio de um
conjunto de estratégias a propagacdo massal e conservacao das espécies
(REICH FILHO et al.,, 2005). O estabelecimento de protocolos e sistemas
regenerativos in vitro tem aplicacdo tanto para a conservagao quanto para a
propagacdo em grande escala e eles compdem estratégias importantes em
bromélias (DAL VESCO et al., 2011).

A utilizacdo de sementes como fonte inicial de explante consiste em
uma estratégia importante para a conservacdo da espécie, mantendo a
variabilidade genética (RECH FILHO et al., 2005; SILVEIRA et al., 2009). Por
sua vez, a utilizacdo de explantes foliares tem relevancia para a propagacgao
clonal em grande escala pelo alto potencial de regeneracdo que apresentam
(DAL VESCO e GUERRA, 2010).

Na indugcdo de culturas nodulares, os explantes mais comumente

utilizados sdo a base foliar (bainha) e os segmentos nodais. Nos estudos de

18



inducdo de culturas nodulares de Bromeliacae foram utilizados 2,4-D e KIN,
ANA e 2-iP e ANA e BAP para Vriesea reitzii (ALVES et al., 2006; DAL VESCO
& GUERRA, 2010; DAL VESCO, 2010), TDZ ou BAP e ANA para Billbergia
zebrina (DAL VESCO et al., 2011).

Os reguladores de crescimento exercem sua funcdo por meio do
reconhecimento de receptores especificos, presentes nessas ceélulas,
traduzindo sinais hormonais em eventos bioguimicos e fisioldgicos (HARADA,
1999). Entre os reguladores, as auxinas e as citocininas, foram postuladas
como as duas classes hormonais que agem conjuntamente, controlando o
desenvolvimento vegetal e atuando diretamente na definicdo dos meristemas e,
portanto, no tipo de 6rgdo a ser formado (SKOOG & MILLER, 1957). Os
horménios vegetais tém apresentado variacfes estadio-especificas, podendo
ser utilizados como marcadores moleculares durante o0s processos de
morfogénese in vitro (FLOH et al, 2007).

A forma como auxina e citocinina atuam na formacgéo do meristema foi
descrita por Su et al., (2011). Auxina antagoniza citocinina para iniciacdo do
primordio de érgdo na zona periférica do meristema caulinar, sendo que a
citocinina tem o papel de proliferacdo celular para manutencdo das células-
tronco na zona central por meio da regulacdo do feedback negativo entre
WUSCHEL e CLAVATA 3 (FIGURA 2A). Também no meristema caulinar, a
auxina reprime a biossintese de citocinina para regulacdo da producdo de

brotos e aumento da dominancia apical (FIGURA 2B).
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Figura 2. Mecanismos moleculares da interacdo entre Auxina e Citocinina na
regulacdo do desenvolvimento do meristema. CK — citocinina. (SU et al., 2011).

A inducdo das CN, regulada pela interacdo de tipos e concentracao de

hormoénios, envolve a formacdo de camadas de células, as quais foram
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caracterizadas por Dal Vesco e Guerra (2010): 1) Camada central, composta
por um grupo maior de células ndo organizadas de diferentes tamanhos; 2)
Regido mais externa, contendo um grupo de pequenas células mais adensadas
e isodiamétricas denominado de zona meristematica e; 3) Regido externa onde
se forma a protoderme e organizam-se as estruturas globulares chamadas
culturas nodulares (FIGURA. 3).

Figura 3. Culturas nodulares de Vriesea reitzii. Destaque para os grupos de células
em proliferagdo: 1 — Camada central; 2 — Zona meristemética (zm) e 3 — Estruturas
globulares contendo a protoderme (pt). (DAL VESCO e GUERRA, 2010).

Os eventos que levam a inducdo das CN baseiam-se no principio da
totipoténcia das células vegetais, ou seja, na potencialidade de uma Unica
célula se diferenciar e regenerar uma planta completa (KERBAUY, 1998). A
totipoténcia € uma caracteristica especial de células em tecidos mais novos e
meristemas. No entanto, ela pode ser exibida por algumas células
diferenciadas, tais como as células cambiais e as células em palicadas da folha
(GEORGE, 2008).

As variagbes na forma e nas fungbes das células, resultantes de
mudanc¢as quantitativas e alteragbes qualitativas dos componentes celulares,
conduzem ao processo morfogenético que depende, sobretudo, da intensidade
de determinacéo e da competéncia das células (GEORGE, 1996).

Basicamente a regeneracdo ou morfogénese in vitro consiste de trés
fases: desdiferenciacdo, que é a perda da especializacdo e a reversao da
célula diferenciada, onde o tecido adquire competéncia para responder ao

processo morfogénico; inducdo, quando as células se tornam determinadas a
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desenvolver uma estrutura (monopolar ou bipolar); e desenvolvimento, com
crescimento de érgaos ou embrido (DE KLERK et al., 1997; KERBAUY, 1998).

5.2. AMETILACAO DO DNA E O DESENVOLVIMENTO DE PLANTAS

Entende-se por Epigenética como as mudancas hereditarias na
expressdo do gene que ocorrem sem as mudancas na sequéncia de DNA
(WOLFFE & GUSCHIN, 2000). Os mecanismos epigenéticos sdo parametros
flexiveis no genoma que podem mudar sua funcdo mediante influéncias
exdgenas, e também permitem a propagacao estavel dos estados da atividade
dos genes a partir de uma geracdo de células para a proxima (BOLLATI &
BACCARELLI, 2010).

Dentre os niveis de controle da expressdo génica, destaca-se que a
desacetilagdo da cromatina e a metilagdo do DNA sdo os principais
mecanismos epigenéticos em eucariotos, 0s quais estdo envolvidos com o
silenciamento do gene, que ocorre por meio da cooperacdo entre a enzima
histona desacetilase 6 (HDA6) e a enzima citosina metiltransferase (MET1)
(FIGURA 4), e com a modificagdo da sua expressao sob os diferentes

estimulos recebidos pela célula (KIM et al., 2012).
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Figura 4. Mecanismo de silenciamento do gene mediado pela histona desacetilase 6
(HDAG®) e pela citosina metiltransferase (MET1) (KIM et al., 2012).
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Conforme Fransz e Jong (2002), o mecanismo do silenciamento de
genes envolve a capacidade de a citosina metilada atrair proteinas de ligacao
ao grupamento metil, que por sua vez recrutam histona desacetilase e
proteinas de remodelamento da cromatina para formar um complexo que
dificulta a ligacdo a fatores de transcricao.

A metilacdo do DNA refere-se a adicdo do grupo metil pds-sintese de
deoxicitosinas na posicdo 5 do anel de pirimidina da citosina para formar
metildeoxicitosina. Esta modificacdo pode ocorrer em qualquer sequéncia no
DNA de plantas, mas a transmissao dos padrdes de metilacdo somente pode
ocorrer em sequéncias simétricas CG, CHG ou CHH, onde H pode ser
qualguer deoxynucleotideo (FINNEGAN, 2010). A metilacio do DNA em
plantas € mais comum em ilhas CG, que € uma caracteristica dos transposons,
e devido a alta presenca desses elementos no genoma de plantas, contribui-se
com o aumento nos niveis de metilacéo da citosina (VALLEDOR et al. 2007).

Segundo Rabinowicz et al. (2003), transposons sao metilados em
condi¢cBes normais, mas uma diminuicdo na metilacao global, em condicbes de
cultura de tecidos, estaria relacionada com a expressdo desses elementos,
controlada pelo grau de metilacdo de suas sequéncias.

A metilacdo da citosina precisa ser dinamica e ela ocorre por meio da
expressdo coordenada de varios tipos de DNA metiltransferases (DNA
MTases), DNA glycosilases e fatores de remodelamento da cromatina, os quais
tém um papel essencial no desenvolvimento de plantas (Miguel & Marum,
2011). Neste contexto, os siRNAs parecem desempenhar um indispenséavel
papel pela correcdo oportuna do padrdo de metilacdo através da rota de
metilacdo do DNA direcionada pelo RNA (RdDM) (FIGURA 5) (ZHANG et al.,
2010).

Os padrbes de metilagdo resultam ndo somente do estabelecimento e
manutencdo de citosina metilada, mas também da demetilagcdo (ZHU et al.,
2007), que pode ser passiva, quando citosina metilada € substituida pela
citosina ndo metilada durante a replicacdo do DNA ou ativa, quando o
grupamento metil é removido pelas DNA glicosilases (DME e ROS1) (ZHANG
et al. 2010).
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Figura 5. llustracdo diagramatica da regulacdo do desenvolvimento de plantas pela
metilagdo da citosina por meio da rota de metilagdo do DNA direcionada pelo RNA
(RdDM) (zhang et al. 2010). Destaque para as enzimas MET1, responsavel pela
metilacdo da citosina, e para as enzimas ROS1 e DME, que promovem a demetilacéo.

Muitos processos do desenvolvimento de plantas ocorrem a partir do
balanco de metilacdo/demetilacdo o qual resulta no controle da expressao
génica. Em Arabidopsis DME é requerida para o desenvolvimento de sementes
viaveis (CHOI et al.,, 2002), e ela atua antagonicamente com a MET1 no
controle do desenvolvimento de sementes (XIAO et al., 2003). Estudos usando
mutantes de MET1 mostram que esta enzima é essencial para a embriogénese
e a formacgéo de sementes viaveis em Arabidopsis (XIAO et al., 2006).

A demetilacdo desempenha um papel integral na regulacdo do tempo de
florescimento em Arabidopsis. A identificacdo de genes chave que controlam
esse processo apontam que a reducdo na metilagdo medeia a vernalizacao.
FLC, gene que codifica um repressor do florescimento, tem sua expressao
reduzida quando ha baixa metilacdo (SHELDON et al. 1999).
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Tanurdzic et al. (2008) propuseram que a desdiferenciacao inicialmente
envolve a perda de marcas epigenéticas. Conforme os autores, a expressao de
MET1 em Arabidopsis € menor durante a fase inicial do cultivo de suspensao
de células. Subsequentemente, novas marcas epigenéticas precisam ser
estabelecidas quando geralmente MET1 € aumentada na cultura de tecido
enquanto que a DNA demetilase ROS1 é diminuida.

Seedlings jovens de Arabidopsis tiveram menores niveis de metilagdo do
que folhas maduras (FINNEGAN et al. 1998). Ruiz-Garcia et al., (2005)
observaram diferentes padrbes de metilagdo em diferentes 6rgdos também em
Arabidopsis e observaram um aumento dela durante o desenvolvimento.
Segundo eles, transicdes entre diferentes fases do desenvolvimento envolvem
mudancas no padrdo de diferenciacdo celular e formacdo do 6rgdo no
meristema apical que séo regulados geneticamente e a metilacdo do DNA atua
coOmo um mecanismo para manter epigeneticamente decisbes de
desenvolvimento durante a proliferacdo de células. Portanto, a metilacdo do
DNA desempenha um importante papel na regulacdo da expressao dos genes
envolvidos com o desenvolvimento de plantas e a sua dinamica tem um papel
essencial na manutencdo da plasticidade epigenbmica que permite as

respostas das células aos sinais do desenvolvimento.

5.3. AS POLIAMINAS E SEUS PAPEIS NO DESENVOLVIMENTO E NAS
RESPOSTAS AO ESTRESSE DE PLANTAS

As poliaminas (PAs) espermidina (Spd), espermina (Spm) e sua
precursora obrigatoria a diamina putrescina (Put), sdo pequenas aminas
alifiticas presentes em células de plantas (BOUCHEREAU et al. 1999),
podendo ser encontradas na forma livre ou conjugada (TIBURCIO et al. 1997).
Consistem em polications e estdo relacionadas com a regulacdo da divisao
celular, diferenciagdo e a morfogénese (GALSTON & KAURSAWHNEY, 1995).
Os niveis encontrados nas células sdo significativamente maiores do que 0s
horménios de plantas, sendo que as concentracdes endodgenas requeridas para
efeito biologico alcangam o milimolar (BAIS & RAVISHANKAR, 2002).

As PAs sdo sintetizadas a partir de aminoacidos através da

descarboxilacdo. Na biossintese, Put € a primeira a ser sintetizada a partir dos
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aminoacidos ornitina e/ou arginina, em uma reacdo catalisada por Ornitina
Descarboxilase (ODC) e Arginina Descarboxilase (ADC), respectivamente
(KAKKAR et al. 2000). A distribuicéo e atividade de ADC e ODC nos diferentes
tecidos e plantas sédo regulados no desenvolvimento e de um modo tecido-
especifico (MINOCHA et al. 1995).

As poliaminas Spd e Spm sao sintetizadas por uma adigdo sequencial de
grupos aminopropil a Put via reacdo envolvendo S-adenosilmetionina
descarboxilase (SAM) bem como, espermidina e espermina sintases (Bais e
Ravishankar, 2002). As PAs sdo degradadas via enzimas oxidativas
diaminooxidases (DAO) que oxidam Put e poliaminas oxidases (PAO) que
oxidam Spd e Spm (TIBURCIO et al. 1997). Aminas alifaticas Put e Spd séo
mais ativamente oxidadas (SMITH, 1974).

Na cultura de tecidos, as poliaminas vém sendo utilizadas como
reguladores vegetais, buscando-se obter respostas como a embriogénese
somatica (YADAV E RAJAM, 1997). O aumento dos teores enddgenos de
poliaminas, pela aplicacdo exégena promove a embriogénese somatica
(MINOCHA E MINOCHA, 1995; YADAV E RAJAM, 1998). Steiner et al. (2007)
observaram que PAs exdgenas aumentaram o crescimento das culturas
embriogénicas de A. angustifolia, sendo que o maior incremento em matéria
fresca foi observado nas culturas submetidas ao meio suplementado com Put e
Spm.

As PAs estéo envolvidas com a transmissao dos sinais celulares, visto
que as mesmas regulam a sintese de 6xido nitrico, o qual € considerado
transmissor de sinais na célula (BESSON-BARD et al., 2008). Elas modulam
processos morfogenéticos (ALTAMURA et al.,, 1993), e suas atividades
aumentam principalmente em tecidos de plantas em crescimento e
diferenciacado, durante a embriogénese, formacao da raiz, desenvolvimento do
fruto e durante a resposta a fatores de estresse bioticos e abiéticos (KUMAR et
al., 1997).

Além de as poliaminas mostrarem efeitos durante o0s eventos
organogeneéticos (TANG et al.,2004), séao atribuidos a essas substancias efeitos
antioxidantes de protecdo as ceélulas, membranas, acidos nucléicos e acidos
graxos de danos oxidativos como a peroxidacdo de lipideos (LOVAAS, 1997;
BOUCHEREAU et al. 1999). Quando a Put é catabolizada, produz H,0O, para

25



sinalizacdo e ativacdo do sistema antioxidante (GROPPA & BENAVIDES
2008).

Debiasi et al. (2007) afirmam que o aumento nos teores de Put tem sido
atribuido a diferentes tipos de estresse, o que indicaria que os tecidos em que
ocorre esse evento estariam sofrendo algum tipo de dano metabdlico. Piqueras
et al. (2002) descrevem aumento na atividade de enzimas oxidativas como a
peroxidase em folhas de Dianthus caryophyllus como consequéncia da

hiperhidricidade, devido a danos oxidativos e peroxidacao de lipideos.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. CONDICOES DE CULTIVO IN VITRO E PADRONIZACAO DO MATERIAL
VEGETAL

Brotos de Vriesea reitzii mantidos in vitro foram submetidos a sucessivos
subcultivos em meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) basico
(MSB) liquido, constituido pela formulagédo salina MS adicionado de vitaminas
de Morel (MOREL & WETMORE, 1951), sacarose (30g L™) e suplementado
com ANA (2 yM) mais BAP (4 uM), segundo a metodologia descrita por Dal
Vesco e Guerra (2010), para promover a multiplicacées das brotacdes.

Para promover o crescimento dos brotos e a padronizagédo por tamanho,
as brotacdes jovens de 2 a 4 cm de altura foram individualizadas em camara de
fluxo laminar (FIGURA 6A) e subcultivadas em novos meios de cultura. No
subcultivo foram inoculados oito brotos em cada frasco do tipo conserva de 200
ml (FIGURA 6B) e a cada um deles foram adicionados 10 ml de meio de cultura
MSB liquido e isento de fitorreguladores. O pH do meio de cultura foi ajustado
para 5,5 e em seguida esterilizado durante 15 min a 121°C e 1.3 atm em
autoclave

Apos, os brotos foram colocados nos meios de cultura e permaneceram
por 3 semanas em cultivo. As culturas foram incubadas em ambiente com 25
+2 °C, 50-60 pmol m? s* de intensidade luminosa obtidas com lampadas
fluorescentes Sylvania® (40-60 W) branca fria e fotoperiodo del6 h, com uma
distancia de 10-12 cm de altura das culturas (GUERRA & DAL VESCO, 2010).

Figura®= @~ " T T LSt . . - te de
bases foliares para a inducdo das culturas nodulares (CN) A) Individualizacdo de
brotos apls sucessivos subcultivos provenientes de meio MSB suplementado com
ANA (2 uM) e BAP (4 uM); B) Novo subcultivo com 8 brotos por frasco com meio MSB
liquido, isento de fitorreguladores apés 3 semanas em cultivo; C) Bases foliares sob
ponte de papel em tubos de ensaio contendo meio MSB liquido e suplementado com
ANA (4 uM) mais BAP (2 uM). Barra =2 cm.
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6.2. INDUCAO DAS CULTURAS NODULARES (CN)

Brotos de 3 a 4 cm de altura, apos 3 semanas de cultivo em MSB
liquido, isento de fitorreguladores, foram utilizados como fonte de explantes
para a excisao das bases foliares. Foi implantado experimento de inducao das
culturas nodulares (CN) a partir de explantes foliares. Trés folhas foram
retiradas de cada broto, compreendidas entre a 3% e a 62 folhas e foram
utilizados segmentos de bases foliares de 0,5 a 0,8 cm. Foram inoculados
quatro destes em cada tubo de ensaio sobre ponte de papel e contendo 15 ml
meio MSB liquido, suplementado com ANA (4 uM) + BAP (2 uM), conforme
proposto por Dal Vesco & Guerra (2010) (FIGURA 6C).

O delineamento experimental utilizado foi o Completamente Casualizado
(DCC), com cinco tratamentos. Cada tratamento corresponde ao tempo
(semanas) de incubacao para a indugédo das culturas nodulares: Tempo zero
(base foliar segmentada, mas nado inoculada) semana (T0), Tempo de uma
semana (T1), Tempo duas semanas (T2), Tempo trés semanas (T3) e Tempo
de quatro semanas (T4) de incubacdo. A cada semana de incubacédo foram
coletadas amostras representativas e mantidas em freezer a -80°C para
posterior quantificacdo dos percentuais de metilacdo global e dosagem e

caracterizacéo de PAs livres.

6.3. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E ANATOMICA

Bases foliares recém-coletadas, dos tempos TO, T1, T2, T3 e T4
(semana) de cultivo para a inducdo das CN, foram fontes de amostras para a
caracterizacdo morfo-anatbmica. Para a caracterizacdo morfolégica as bases
foliares inteiras foram registradas por fotomicrografia, com o auxilio do
microscopio esteroscopico (Olympus SZH-ILLB), equipado com camara clara
(Olympus DP71).

Para a analise histoquimica, quatro bases foliares, de cada tempo de
inducdo das CNs, foram fixadas em solucdo de paraformaldeido 2,5% em
tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,2 durante 24 horas (SCHMIDT et al. 2010). Em

seguida, as amostras foram lavadas e desidratadas em série etilica (etanol)
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gradual (30, 50 e 70, 90 e 100%) por 30 min cada. ApGs a desidratacdo, as
amostras foram imersas em solugcdo de preé-infiltracdo do Kit de historesina
(Leica® Historesin, Heidelberg, Alemanha) contendo 50 mL de resina basica e
0,5 g de peroxido de benzoila (ativador) com etanol 96% (1:1, v/v) por 16-18 h
a 25 °C. Em seguida as amostras foram imersas em solucéo de infiltracdo pura
durante 24h e incluidas em solugdo de infiltragdo com Endurecedor Leica®
(dimetil sulfoxido) na proporcdo de 15:1 (v/v) e orientadas em capsulas
gelatinosas. Seccdes longitudinais de 5 um foram obtidas usando micrétomo de
rotacdo modelo Leica® RM 2135 distendidas em laminas com uma gota de
dgua e mantidas por 1-2h a temperatura de 42 +2 °C. As seccdes foram
colocadas em laminas, coradas com azul de toluidina O a 0.05% em H,0. Os
aspectos relevantes foram identificados e fotografados usando camara

(Olympus DP71) acoplada a microscopio (Olympus ® BX-40).

6.4. METILACAO GLOBAL POR HPLC

6.4.1. Extracdo de DNA

O protocolo foi realizado no Laboratério de Fisiologia do
Desenvolvimento e de Genética Vegetal da UFSC. As amostras de bases
foliares obtidas nos diferentes tempos de cultivo (TO, T1, T2, T3, T4) para a
inducdo das culturas nodulares foram submetidas inicialmente a extracdo de
DNA, conforme protocolo descrito por DOYLE & DOYLE (1987) adaptado para
a extracdo de DNA da folha de milho. Amostras de 350mg de matéria fresca,
que foram compostas por todo o tecido da base foliar, foram maceradas em
cadinho de ceramica com nitrogénio liquido. O macerado obtido foi transferido
para tubos tipo eppendorf de 1,5ml, 0os quais estavam pré-aquecidos em
banho-maria a 65°C com 700uL de tampéao de extracdo CTAB (2% CTAB; 1,4
M NaCl; 20 mM EDTA,; 100mM Tris-Cl, pH 8,0; 2% polivinilpirrolidona e 0,2%
de B-mercaptoetanol). O material foi incubado durante 50 minutos e a cada
10min procedia-se uma agitacao suave para a homogeneizagao das amostras.

Apés o periodo de incubagdo em banho-maria, foram adicionados ao
material 600ul de cloroférmio-alcool isoamilico (CIA), e as amostras foram

submetidas a agitacdo por inversdo durante 5min e centrifugadas em
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microcentrifuga (12.000 a 15.000 RPM durante 10min). A fase superior aquosa
obtida foi transferida para novos tubos.

A estes novos tubos contendo o sobrenadante foram adicionados 500puL
de isopropanol gelado para a precipitacdo do DNA. Para tanto, as amostras
foram invertidas suavemente por 10 vezes e foram postas em freezer -20°C por
1 hora. Para a formacéo do pellet, elas foram submetidas a nova centrifugacao
(12.000 RPM) por 20min. O mesmo foi lavado com 1ml de &lcool 70% gelado
por 5 minutos e caso o pellet ainda estivesse escuro era realizada mais uma
lavagem em alcool absoluto (gelado) por 3min. A secagem dele foi realizada
em capela de exaustdo para a evaporacao do alcool. O DNA foi ressuspendido
em 100 pl de tampéo TE (10 mM Tris—HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) e quantificado
em espectrofotdmetro Nanodrop® 1000 (NanoDrop Technologies, Inc.), o qual

forneceu a concentracdo de acido nucléico das amostras.
6.4.2. Digestéo de 4cidos nucléicos

Esta etapa foi baseada no protocolo de Johnston et al. (2005). As
digestbes com RNase foram realizadas em tampdo TE com 100 pl de &cido
nucléico (1 pg.pul™). Amostras obtidas foram previamente aquecidas a 65°C por
5min para desnaturacdo e incubadas a 4°C por 10min. Apoés, foram
adicionados 10 pl de RNase A (1 pg.pl™) e 10 pl de RNase T1 (20 pg.pl™) e
elas foram submetidas ao agitador Vortex e a incubacédo a 37°C por 17 horas
em termociclador.

Finda a digestdo, foram adicionados 20 pl de acetato de sédio (3M, pH
5,4) para que se obtivesse uma concentracédo final de 0,3 M, e os microtubos
foram agitados. DNA e RNA resistentes a RNase foram precipitados com 136
pl de isopropanol gelado (-20°C), agitados e incubados por 30min a -20°C. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 5.000 x g por 10 min para a
formacao do pellet, o qual foi lavado com etanol 70% (v/v) e re-centrifugado a
5000 x g por 5 min. Os pellets foram secos a temperatura ambiente e apés
ressuspendidos em 100 pl de H,O deionizada e autoclavada. Determinou-se a
concentracdo de &cidos nucléicos em Nanodrop® e as concentracdes das

amostras ficaram ajustadas em 0,25 pg. pl™.
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As digestdes de DNA com nuclease Pl e fosfatase alcalina foram
realizadas com os 25 pg de &cido nucléico diluidos em 100 pl de H,O
deionizada, conforme descrito por Johnston et al. (2005). Os acidos nucléicos
foram desnaturados por aquecimento a 100°C por 2 min e mantidos a 4°C por
5 min. Apoés, foram adicionados 5 pl de ZnSO4 (10 mM) e 10 pl de nuclease P1
(1.0 U.mI™* em NaOAc 30 mM e pH 5.4) com posterior agitacdo das amostras e
incubacéo para a reagcao de digestdo a 37°C por 17 horas em termociclador.
Apos este periodo, foram adicionados 10 pl de Tris 0.5 M (pH 8.3) e 10 pl de
fosfatase alcalina (10 U.mI™™ em (NH.),SO, 2.5 M) aos microtubos, sendo
agitados e incubados por 2h a 37°C. Ao final, as amostras foram centrifugadas
a 10.000 x g por 5 min e o sobrenadante armazenado a -20°C até a analise por
HPLC.

6.4.3. Andalise por HPLC/UV

Esta etapa foi baseada no protocolo descrito por Song et al. (2005). Foi
utiizada uma coluna Shim-Pack XR-ODS 2,2 pm C18 (30 x 2 mm)
(Shimadzu®) e um HPLC Agilent 1200° com bomba quaternaria acoplado a um
espectrometro de massa 3200 Q TRAP® LC/MS/MS (Applied Biosystems®).
Foram utilizados dois eluentes: eluente A (metanol 95%) e eluente B (4acido
férmico 0,1%), com um gradiente linear de 2 min 1% A e 99% de B e 6 min com
22,5% de A e 77,5% de B para a eluicdo de nucleosideos, em um tempo total
de corrida de 8 min. A separacéo foi realizada em um fluxo de 220 pL.min™,
sendo o volume de injecéo de 5 pL.

Os padrées de nucleosideos utilizados foram o0os mesmos acima
descritos, sendo suas concentracfes determinadas nas amostras de acordo
com a area do pico formado. A identificacdo de cada nucleosideo foi feita de
acordo com a massa conhecida de cada um (5mdC: 242,1/126,3; dC:
228,2/112,2; dG: 268,1/152,3; dA: 252,3/135,9 a dT: 243,3/127,2 em Daltons). A
area dos picos obtidos foi analisada pelo software Analyst 1.5.1 (Applied
Biosystems®) sendo selecionados os picos com tempo de retencdo médios de
5,7 para a citosina (dC) e de 12 para a citosina metilada (5mdC). A
quantificacdo da citosina metilada - 5mdC (%) foi calculada de acordo com a

seguinte equacéao:
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5mdC (%) = 5mdC / ((5mdC + dC)) * 100
A partir dela, dados de area foram convertidos em dados de % de

citosina metilada.

6.5. DETERMINACAO DE POLIAMINAS (PAS) LIVRES ENDOGENAS

6.5.1. Extrac&o de Poliaminas

O protocolo foi realizado no Laboratério de Fisiologia do
Desenvolvimento e de Genética Vegetal da UFSC. A determinacdo de PAs
livres foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Silveira et al.
(2004). As amostras provenientes dos tempos de cultivo (TO, T1, T2, T3, T4)
especificos de inducdo das CN (média de 260 mg de massa fresca (MF)) foram
maceradas com 1,4 mL de acido perclorico 5% (v/v). O material macerado foi
mantido no gelo por uma hora e posteriormente centrifugado a temperatura
ambiente a 20.000 g por 20 min. O sedimento foi ressuspendido em 200 pL de
acido perclérico 5%, centrifugado novamente e o0s dois sobrenadantes
coletados nas duas centrifugagcbes foram homogeneizados. A fracao
sobrenadante contém as PAs livres e conjugadas sollveis em acido percldrico.
Foram coletados 200uL do sobrenadante o qual foi congelado a -20°C para

posterior dansilacéo.

6.5.2. Dansilagcao de poliaminas

Na dansilacdo 40 yL da amostra contendo PAs (livres ou conjugadas)
foram misturadas com 100 pL de solugdo de Cloreto de Dansil (5 mg/mL de
acetona — 1,8 mM), 50 uL de solugdo saturada de NaHCO; e 20 pL de
Diaminoheptano (DAH) a 0.05 mM, utilizado como padrédo interno. Apos a
mistura, as amostras foram lacradas, homogeneizadas e incubadas no escuro
por 50min a 70°C. O excesso de Cloreto de Dansil foi convertido em dansil-
prolina adicionando-se 25 pL de solugéo de prolina (100 mg/mL de agua Milli-
Q) com posterior homogeneizagdo e incubacdo por 30 min no escuro a
temperatura ambiente. Em seguida, as PAs derivatizadas foram particionadas

com 200 pyL de tolueno e apos agitadas. A fase superior apolar (tolueno)
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contendo as PAs foi coletada (175 pL) e seca em rotador concentrativo a vacuo

(RVC 2-25, analitica) e ressuspendida em 175 yL de acetonitrila.

6.5.3. Identificacdo e quantificacdo de poliaminas livres

A identificacdo e quantificagdo das PAs foram realizadas utilizando-se
HPLC, com coluna C18 de fase reversa (Shimadzu Shim-pack CLC ODS).
Acetonitrila absoluta e acetonitrila 10% em agua (pH 3,5 ajustado com HCI 1N)
foram utilizadas como solventes. A mudanca na propor¢cdo de acetonitrila
absoluta em relacdo a acetonitrila 10% definiu o gradiente de corrida. O
gradiente de acetonitrila absoluta foi programado para 65%, durante o0s
primeiros 11 min, de 65 a 100% entre 11 e 25 min, e 100% até 35 min com
fluxo de 1 mL.min-1, a 40 °C. O detector de fluorescéncia foi ajustado para
excitacdo de 340 nm e emissao de 510 nm. Foram injetados 20 pL da amostra
derivatizada com cloreto de dansil. As areas e tempos de retencao de cada PA
livre foram avaliados por comparacdo com as PAs com concentracfes
conhecidas: Putrescina (Put), Espermidina (Spd), Espermina (Spm) e DAH
(controle interno). Foram selecionados os picos com tempo de retencdo médios
de 9,8; 22,6; 27,9 e 15,9, respectivamente, sendo que a area dos picos obtidos
foi analisada pelo software Analyst 1.5.1 (Applied Biosystems®). Dados obtidos
de area do pico corrigida pelo DAH foram transformados em pg/g MF por meio
das seguintes curvas padréo:

y=23208x — 12359 R2 = 0,995 (Putrescina)
y=32027x — 21403 R2= 0,986 (Espermidina)
y=45739x — 64730 R2= 0,997 (Espermina)

6.6. ANALISE ESTATISTICA

Cada unidade experimental foi constituida de cinco tubos de ensaio
contendo quatro bases foliares cada, totalizando 20 bases foliares com
aproximadamente 300mg e repetidas seis vezes. Os dados obtidos de
porcentagem de metilacao global da 5-metildeoxitidina (5mdC) e dos teores de

poliaminas livres (ug.g™* MF) foram analisados por meio da linguagem R, sendo
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submetidos a ANOVA e quando necessario ao teste de separacdo de meédias
Tukey (1%).
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS E ANATOMICAS DAS CN

Em analises morfohistoldgicas realizadas durante a inducdo das CNs foi
observado que no tempo zero (TO) a regido basal dos segmentos foliares é
caracterizada pela auséncia de protuberancias (Figura 7A) e ndo se observa
proliferacéo celular (Figura 7B).

A suplementacdo ao meio de cultura MSB com ANA (4 uM) + BAP (2
puM) promoveu a inducao das CN de Vriesea reitzii na regido basal (Figuras 7 E
a J) e sua origem ocorre a partir dos meristemas intercalar e marginal ,
confirmando o observado por Corredor (2012). Apés uma semana de cultivo
observou-se o intumescimento da regido basal (Figura 7 C) e o alongamento
de algumas células (Figura 7 D). Este evento resultou na formacdo de
protuberancias as quais foram visualizadas em duas semanas de cultivo
(Figura 7 E). Também foi identificado um grupo de pequenas células mais
adensadas e isodiamétricas denominado de zona meristematica (Figura 7 F).

Neste contexto, em analise por microscopia confocal em bases foliares
de Vriesea reitzii observou-se maior atividade mit6tica no periodo de duas
semanas de cultivo (CORREDOR, 2012). Em trabalho realizado com explantes
foliares de Ananas comosus, Mercier et al. (2003), também observaram, por
meio de analise estrutural, varias protuberancias na regido basal aos nove dias
de cultivo em meio de indugao.

No presente estudo, apds trés semanas de cultivo ocorreu aumento das
protuberancias na base do explante (Figura 7 G), resultado da intensa
proliferacdo de células de maior tamanho com espacos intercelulares e de
células menores que compdem a zona meristematica (Figura 7 H). Novas
protuberancias apareceram em quatro semanas, as guais se originavam tanto
da base do explante quanto a partir de protuberancias previamente formadas
(Figura 7 1), que resultaram na formagédo de estruturas caracterizadas como
pré-nodulares (Fig. 7 J).

Durante o acompanhamento da formacdo das CN no periodo de quatro
semanas foi observada intensa divisdo celular que gerou inicialmente células

alongadas e desorganizadas, que correspondem aquelas da primeira camada
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de células descrita por Dal Vesco e Guerra (2010), em seguida ocorreu a
proliferacdo de um grupo de pequenas células mais adensadas e
isodiamétricas da segunda camada denominada pelos mesmos autores de
zona meristematica e que € localizada na regiao mais externa da base foliar.
Por fim foram originadas as estruturas pré-nodulares. Na Figura 8, € indicada
uma sequéncia dos eventos que modulam a inducéo e o desenvolvimento
inicial das CN.

Portanto, as CN de Vriesea reitzii originam-se a partir do meristema
intercalar onde ocorre intensa proliferacdo celular e em duas semanas de
cultivo, evidenciou-se o inicio da formacédo das estruturas nodulares, sendo que
estes resultados confirmam os observados por Dal Vesco e Guerra (2010) e
Corredor (2012).

O processo de origem dos microbrotos de V. reitzii iniciou com a
formacao de uma zona meristematica na regido subepidérmica das CN, que a
partir da qual se desenvolve em estruturas nodulares, em trés semanas de
cultivo, seguida da formacédo de meristemas caulinares e posteriormente em
microbrotos (DAL VESCO E GUERRA, 2010).

Também por meio de microscopia confocal, foram observadas na base
do explante e nas bordas das estruturas formadas a formacéo de novas zonas
meristematicas, em quatro semanas de cultivo (CORREDOR, 2012). Segundo
o referido autor, por meio de andlise em MEV das bases foliares, foi observada
a presenca do meristema intercalar, sendo, portanto, uma regido com células

totipotentes a formacéo de CNs.
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Figura 7. Inducdo de CN a partir de explantes foliares de Vriesea reitzii cultivadas em
meio de cultura MSB suplementado com ANA (4uM) e BAP (2uM), durante o periodo
de quatro semanas A) Base foliar segmentada, mas ndo inoculada, tempo zero (TO);
B) Seccao longitudinal submetida ao ATO com auséncia de proliferagéo celular em TO;
C) Base foliar com auséncia de protuberéncias, ap6s uma semana de cultivo (T1); D)
Secc¢édo longitudinal de bases foliares com o alongamento de células na base do
explante (seta) em T1, E) Formacdo de protuberéncias na base do explante (seta),
apos duas semanas; F) Proliferacdo de células pequenas com caracteristicas
meristematicas (seta) e outras maiores com espacos intercelulares (cabeca de seta)
em T2; G) Aumento das protuberancias na base do explante (seta) apés trés semanas
de cultivo (T3); H) Acentuada proliferacdo celular das células pequenas
meristematicas (seta) e outras maiores com espacos intercelulares (cabeca de seta)
em T3; I) Formacdo de novas protuberancias que se originavam tanto da base do
explante como a partir de protuberancias ja formadas (seta) em 4 semanas de cultivo;
J) Observacéao de estruturas pré-nodulares (seta) em T4.
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Figura 8. Representacdo esquematica dos eventos que modulam a inducdo e o
desenvolvimento inicial das CN a partir de bases foliares em Vriesea reitzii.
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7.2 METILACAO GLOBAL DO DNA DURANTE A INDUCAO DAS CN

A quantificacéo da metilagéo global do DNA foi utilizada para investigar se a
capacidade de inducdo das CN é dependente do status de metilacdo do tecido.
Cada tempo de cultivo (semana) foi associado a um nivel de metilacdo da
citosina: TO - 24,8%; T1 - 21,3%; T2 - 17,7%; T3 - 15,7% e T4 - 12,5% (Figura
9). Os niveis encontrados estdo dentro daqueles esperados para plantas, que
vao de 6% a 30% (CHEN E LI, 2004).
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50 - ¥ =-2,8817x + 24177 RZ =0,8934
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Figura 9. Porcentagem de metilagcdo (5mdC) em relag&o ao tempo de cultivo (semana)
das bases foliares de V. reitzii em meio de cultura MSB suplementado com ANA (4uM)
e BAP (2uM) para a inducdo de CN.Média de 6 repetigdes. Letras minusculas distintas
indicam diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos, segundo Tukey

(p<0,01).

Um aumento significativo na proliferacdo celular durante a inducdo das
CN (Figura 7) foi acompanhado por um decréscimo da porcentagem de
metilacdo (5mdC) durante o periodo de cultivo. No 14° dia de cultivo
considerou-se o inicio da morfogénese in vitro (Figuras 7 E-F), e foi observada
uma acentuada, e significativa (p<0,01), queda nos percentuais de 5mdC. Em
quatro semanas, quando as CN ja estavam formadas, foi observado o menor
percentual, 12,5% de 5mdC (Figura 9).

Até a primeira semana de cultivo no meio de indugéo foram observadas
poucas altera¢cdes morfo-anatdomicas (Figuras 7 A a D). Este mesmo evento foi
encontrado em relacdo a metilacdo, quando comparadas as porcentagens de

5mdC destes dois estadios, que também né&o revelaram diferenga estatistica
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entre si (Figura 9). Da segunda a terceira semana, observou-se um aumento no
volume das protuberancias através da proliferacao e padrdes de divisdo celular
(Figuras 8 E a H), bem como os percentuais de metilagcdo n&o diferiram entre
si. Na quarta semana a metilacdo observada diferiu estatisticamente dos
demais estadios de desenvolvimento (Figura 9). Portanto, sugere-se uma
correlacao entre 5mdC (%) e competéncia para inducéo das CN. A equacao de
regressao linear foi ajustada para determinacao da relagdo entre o tempo de
cultivo e a metilacéo.

A regeneracdo de uma planta inteira a partir da diferenciacédo de células
cultivadas in vitro mostra a plasticidade das suas células (ZHANG et al. 2010).
Segundo Causevic et al. (2006), as plantas requerem uma interacdo especifica
entre o programa de desenvolvimento e a rota de sinalizacdo que é
desencadeada por um estimulo externo e esta interacdo é coordenada
epigeneticamente. A partir de estimulos especificos do ambiente as células
adquirem competéncia para mudar seu destino e se tornarem diferenciadas
guando entram na rota de desenvolvimento.

De acordo com Miguel e Marum (2011), a sequéncia de eventos que
envolvem a proliferacdo e a diferenciacdo celular € acompanhada por
mudancas em nivel de cromatina e pela reprogramacdo do gene, 0 que
evidencia o papel central da regulacdo epigenética nesses processos. Esses
autores afirmam também que, durante a transicdo de mitose para G1, os niveis
de metilacdo participam do processo de reativacdo dos genes envolvidos na
decisdo do destino celular. Enquanto que, Costa e Shaw (2006) mostram
evidéncias de que o estado da cromatina pode se restabelecer e se remodelar
em cada ciclo celular durante o desenvolvimento.

A metilagdo do DNA pode desempenhar um papel no desenvolvimento
de Arabidopsis como um mecanismo de controle epigenético envolvido nas
decisBes de desenvolvimento nas células em proliferacdo (Ruiz-Garcia et al,
2005). Durante a diferenciagdo da célula, a metilagdo do genoma pode mudar
especificamente para ativar ou inativar genes que afetam a determinagcéo do
destino da célula, e a expressdo génica de tipos especificos de células €&
também controlada pela metilagdo nas células diferenciadas (ATTWOOQOD et al.,
2002). Portanto, o decréscimo na metilacdo observado durante a inducdo e o

desenvolvimento inicial das CN, observado neste trabalho, pode estar
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associado a mudanca de padrbes que ocorre no processo de competéncia e de
determinacdo e estdo intrinsecamente relacionados ao tipo de evento que
ocorre, como é o caso da inducdo de CNs a partir de bases foliares em V.
reitzii.

Uma precisa regulacdo da expressao génica no espaco € no tempo é
fundamental para o normal desenvolvimento de todos os organismos (ZHANG
et al., 2010) visto que os processos de competéncia e determinacdo séo
determinados pelo seu controle. Destaca-se que a metilacdo da citosina implica
na regulacdo da expressao génica no decorrer do desenvolvimento da planta
Arabidopsis e em momentos de estresse (ZHANG et al., 2006). Vanyushin
(2006) destaca que a metilacdo especifica da citosina em plantas controla
praticamente todos 0s processos genéticos como a transcricdo, a replicacédo e
os mecanismos de diferenciacdo celular e reparo do DNA, além de estar
envolvida no silenciamento de genes especificos e elementos de transposicao.

No presente trabalho, os resultados obtidos indicam que a expressao
génica foi controlada em parte pelos mecanismos epigenéticos relacionados a
metilacdo/demetilacdo do DNA. Durante a diferenciacdo das células para
indugdo e desenvolvimento inicial das CNs, os eventos de demetilagdo
superaram os de metilacado, visto que um expressivo decréscimo foi observado.
Esta demetilacdo pode ter envolvido a ativacdo de genes anteriormente
silenciados, possivelmente aqueles envolvidos no desenvolvimento dos
meristemas (SU et al., 2011), visto que se supde que as etapas de inducdo das
CNs séo dependentes da regulacao génica.

Processos do desenvolvimento sédo regulados por um controle dinamico
de ambos metilacdo e demetilacdo (ZHANG et al. 2010). Esta natureza
dindmica da metilacdo da citosina pode ser importante para manutencao da
plasticidade epigenémica como um todo para permitir uma resposta eficaz aos
sinais do desenvolvimento e aos estresses ambientais em tempo habil em
Arabidopsis (ZHU et al.,2007).

O processo de indugcéo e desenvolvimento inicial das CNs, observado
neste trabalho, pode ter sido responsavel pela alteracdo no padréo de
metilacdo do DNA, evidenciado pelos picos de 5-metilcitidina (5mC) e de 5-
metildeoxitidina (5mdC). Chakrabarty et al. (2003) afirmaram que as diferengas

na metilacdo podem ser um reflexo dos diferentes processos do
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desenvolvimento envolvidos, visto que em seus estudos calos embriogénicos e
nao-embriogénicos oriundos do mesmo genotipo de Eleuterococcus senticosus
e cultivados nas mesmas condicbes apresentaram distintos padrbes de
metilacdo do DNA.

Segundo Yamauchi et al. (2008), a expressao de genes que codificam
as MTase é dindmica durante o desenvolvimento, o que esta de acordo com a
natureza dindmica da metilagdo da citosina em diferentes tecidos e érgaos de
plantas e nos estagios do desenvolvimento. Niveis de metilacdo sao
consequéncia do balanco entre replicagdo do DNA, metilagdo/demetilacdo de
novo/manutencédo do DNA (HSIEH, 2000).

Elhiti et al. (2010) observaram que a embriogénese somatica de
Arabidopsis coincide com a hipometilacdo global do DNA durante a fase de
inducdo. Noceda et al. (2009) quantificaram a metilacdo global do DNA e
revelaram uma relacdo inversa entre metilacgo do DNA e potencial
enbriogénico em Pinus nigra.

A demetilacdo tem um efeito pleiotropico na morfologia de plantas,
particularmente para a regulacdo do processo de desenvolvimento que ocorre
em tecidos especificos ou em estagios do desenvolvimento (FINNEGAN et al.
2000). Segundo Meng et al. (2012), os eventos de demetilagdo foram trés
vezes maiores do que a metilagdo de novo durante a germinagao de sementes
de Triticum aestivum L., o que indica que a demetilacdo foi essencial na
ocorréncia desse processo.

Ha muitos trabalhos que envolvem o padrdo de metilacdo do DNA a
embriogénese somatica. Apesar de o padréo de desenvolvimento das CNs néo
envolver a formacdo de uma estrutura bipolar, jA que somente parte aérea €
formada, supfe-se que 0s mesmos mecanismos epigenéticos que regulam a
expressao génica estdo envolvidos. Avivi et al. (2004) mostraram que a
embriogénese somatica de Arabidopsis coincide com a global hipometilagdo do
DNA durante a fase de inducdo. Em andlise por HPLC, Chakrabarty et al.
(2003) mostraram que a taxa de metilacao global do DNA de calo embriogénico
de Eleuterococcus senticosus foi significativamente menor quando comparada
com a de calos nao-embriogénicos.

Ruiz-Garcia et al. (2005) observaram por meio da analise molecular por

AFLP, um aumento na metilacdo do DNA durante o desenvolvimento de
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coltilédones a 6rgaos vegetativos e dos mesmos aos 0rgaos reprodutivos em
Arabidopsis. Estes autores também discutem que as mudancas na metilacédo
tém um papel na manutencéo dos estdgios do desenvolvimento no meristema
das plantas ou refletem a saida de um mecanismo genético de silenciamento
dos elementos transponiveis e outras sequéncias repetitivas.

Fraga et al. (2012) observaram um aumento nos niveis de metilacdo nos
tratamentos em que houve formacdo de embrides somaticos de Acca
selowiana submetidos a pulso com 2,4-D e a meio de cultura com ou sem o
agente hipometilante AzaC. As culturas mantidas na auséncia de 2,4-D e em
meio de cultura suplementado com o AzaC n&o formaram embries somaticos
e apresentaram padrbes decrescentes de metilagao global.

O papel da metilacdo do DNA na regulacdo da expressdo de genes
envolvidos no desenvolvimento de plantas e que podem auxiliar na
compreensao de como a morfogénese in vitro das CNs esta relacionada com a
metilacdo do DNA, ja foram praticamente elucidados. Segundo Abarca e Diaz-
Sala (2009), a familia de fatores de transcricdo envolvida na pluripoténcia das
células, incluindo WUSCHEL (WUS), SHOOT MERISTEMLESS (STM), KNOX
E GRAS, tem um papel na manutencdo da populacdo das células-tronco nos
meristemas apical de raiz e de caule e, portanto, desempenham um papel
chave durante a mudanca de destino das células em condi¢des in vitro. Eles
sdo regulados e atuam junto com os reguladores da cromatina, incluindo as
DNA metiltransferases (SANG et al. 2009; SHEN e XU, 2009).

A metilacdo do DNA e os modificadores de histonas sao reguladores da
expressdo do gene WUS e dos componentes de sinalizagdo de auxinas
(NEELAKANDAN e WANG, 2011), os quais desempenham um papel
fundamental durante a formagdo de novos brotos e nos processos
regenerativos (SU et al, 2011). Em estudos envolvendo mutantes de
Arabidopsis thaliana para uma DNA metiltransferase (MET1), o0s quais
apresentaram reducdo nos niveis de metilacdo e maior expressdo de WUS,
resultaram na precocidade da formagdo de novos brotos em relagédo ao tipo
selvagem (LI et al., 2011).

Avivi et al. (2004) sugerem que os produtos dos genes NAM, ATAF1 e
CUC2, descritos por Duval et al. (2002) como reguladores da funcionalidade do

meristema, tem mostrado uma regulacdo dependente da hipometilagdo em
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protoplastos pluripotentes. Esses fatores, segundo eles, determinam o estado
pluripotente das células. A expressao de genes envolvendo a sinalizacao e
percepgao dos hormonios bem como a codificagdo de DNA metiltransferases e
enzimas do metabolismo da glutationa séo afetados em Brassica oleracea pela
superexpressdao de STM em linhas que mostram uma melhora acentuada no
rendimento de embrides somaticos (ELHITI et al. 2010).

Desde o trabalho de Lo Schiavo et al. (1989), tem sido sugerido que 0s
reguladores de crescimento de plantas afetam o padrédo de metilacdo do DNA.
Esses autores encontraram uma correlacdo positiva entre AIA exdégena
suplementada ao meio de cultura e a metilacdo da citosina de Daucus carota.
Altos niveis de metilagdo da citosina durante a indugdo da embriogénese
somatica foram associados com a presenca de 2,4-D. Os mesmos autores
também observaram que depois da fase de inducéo, subcultivos sem adicéo de
2,4-D apresentaram decréscimo dos niveis de metilagdo.

Xu, Li e Korban (2004) atribuiram as diferencas observadas na metilagcao
do DNA de diferentes tecidos embriogénicos de Rosa hybrida L. a presenca de
reguladores de crescimento no meio de cultura, como o 2,4-D. Porém, Miguel e
Marum (2011) afirmam que ainda ndo estd claro como a atividade desses
compostos interfere na metilagdo do DNA. Smulders e Klerk (2011) destacam
que as condi¢des de cultivo in vitro, que incluem a presenca de reguladores de
crescimento, causam estresse aos cultivos e discutem que parte da variacao
epigenética pode ser atribuida a essas condicdes.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que o mecanismo
epigenético que ocorreu foi a demetilacdo do DNA, visto que padrées
decrescentes de metilacdo global foram associados a morfogénese in vitro.
Esta variacdo nos percentuais de 5mdC era esperada com base no
conhecimento atual do papel da metilagho como um dos mecanismos
regulatorios da expresséo génica durante o desenvolvimento e a diferenciacao
das células.

Na Figura 10, € mostrado um esquema que envolve resultados obtidos
neste trabalho e o0s possiveis eventos e mecanismos que podem estar
regulando a inducéo e o desenvolvimento inicial das CN, com base na literatura

consultada, os quais precisam ser elucidados em pesquisas futuras.
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Figura 10. Esquema ilustrativo dos possiveis mecanismos envolvidos na regulacdo da
morfogénse in vitro das CN de Vriesea reitzii durante o decréscimo da metilacdo do
DNA. A) Inducédo das CN. A partir da primeira semana as bases foram submetidas ao
A4B2. Em duas semanas houve o inicio da morfogénse e na quarta semana as CN
foram consideradas formadas; B) Porcentagens de metilacdo global da 5mdC; C)
Evento epigenético envolvido com a formagdo das CN; D) DNA metiltransferases
(DNA MTase) possivelmente expressas; E) Processos ocorridos durante o ciclo
celular, envolvendo auxina e citocinina e a demetilacdo passiva durante a replicacao
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do DNA; F) Consequéncia da demetilacdo na expressao génica. Possivelmente estao
envolvidos os genes homeoticos (STM, WUS, CLAL) e seus fatores de transcricao.
Linhas continuas indicam eventos observados e linhas pontilhadas indicam eventos
gue provavelmente estdo ocorrendo de acordo com a literatura consultada.

7.3 CONTEUDO E CARACTERIZACAO DAS POLIAMINAS LIVRES
ENDOGENAS

Os teores endogenos meédios de espermidina (Spd) foram os mais
elevados (0,68 pg.g-* MF) quando comparados com as demais poliaminas
livres, putrescina (Put) e espermina (Spm), durante os diferentes periodos de
cultivo em meio de cultura MSB suplementado com ANA (4uM) e BAP (2uM)
na inducdo de CNs a partir de bases foliares (Figura 11). Estes resultados
sugerem que, para o periodo de inducdo das CNs, entre o tempo zero (TO) e
quatro semanas (T4) de cultivo a principal amina sintetizada nos tecidos foi a
Spd, seguida pela Put, com teores médios de 0,55 pg.g™ MF em TO e de 0,58
ng.g* MF em T4 e ap6s pela Spm, com nivel médio de 0,15 pg.g* MF (Figura
11).

Foi observado por Noceda et al. (2009) que durante a inducdo da
embriogénese somatica a partir de linhagens celulares em Pinus nigra, um
maior potencial de formacdo de embrides sométicos quando os niveis de Spd
eram maiores em relacdo a Put, enquanto que em linhagem nao-embriogénica
ocorreu o inverso.

As poliaminas (PAs) regulam funcdes da célula pela promocédo da
divisdo celular, crescimento ou diferenciacdo, dependendo do tipo de célula e
dos sinais ambientais (Wallace et al. 2003). Propde-se que elas sé&o
indicadoras do processo de embriogénese somatica, como descrito em
trabalho realizado por Steiner e colaboradores (2007) no Laboratério de
Fisiologia do Desenvolvimento e de Genética Vegetal da UFSC. Porém estes
fatores ndo foram observados durante a inducdo e o desenvolvimento inicial
das CN, quando avaliados pelas alteracbes nos teores enddgenos de
Epermidina (Spd) e Epermina (Spm), resultados estes que se mantiveram
constantes nos tempos de cultivo avaliados. No entanto, os teores de
Putrescina (Put) revelaram um aumento mais significativo a partir da segunda

semana de cultivo (T2) (Figura 11).

46



Astarita et al. (2003) analisaram as mudancas no conteudo de PAs em
Araucaria angustifolia em diferentes estagios do desenvolvimento do embrido e
nos tecidos durante o desenvolvimento das sementes. Segundo estes autores,
0s maiores conteudos de PAs ocorreram no eixo embrionario durante os
estagios iniciais e que, os teores de Put e a Spm revelaram ser mais
abundantes. Enquanto que os niveis de Spd foram maiores a partir do estagio
em que surgiu o cotilédone, quando os teores de Put decresceram. A fase de
proliferacdo de culturas embriogénicas de espécies de Pinus foi combinada
com alto conteudo de Put livre comparado com Spd e Spm. Ja durante a fase
de maturacéo, a razdo Spd/Put aumentou para a linhagem celular, para a qual
resultou na formacéo de embrifes somaticos (MINOCHA et al. 1999).
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Figura 11. Teores enddégenos médios (ug.g-1 de massa fresca) das poliaminas livres
Putrescina, Espermidina e Espermina, em relacdo ao tempo (semana) de inducdo das
CNs a partir de bases foliares cultivadas em meio de cultura MSB suplementado com
ANA (4uM) e BAP (2u)Médias de 6 repeticBes. Letras diferentes indicam difencas
significativas entre as médias nas colunas do mesmo parametro (P<0,01, teste Tukey).

Durante estagios de desenvolvimento do embrido soméatico de Picea
abies, a transicdo da aparente massa embriogénica do suspensor até o estagio
cotiledonar inicial foi caracterizada pela maior concentragéo de Spd em relacéo
a Put e pelo aumento na atividade de enzimas biossintéticas de PA
(GEMPERLOVA et al. 2009). Varios trabalhos mostram que o aumento dos
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teores endogenos € um indicador da competéncia para embriogénese somatica
em algumas espécies como Solanum melongena, Oriza sativa Medicago sativa
e P. ginseng (YADAV e RAJAM 1997; SHOEB et al. 2001; HUANG et al. 2001;
MONTEIRO et al. 2002). De acordo com Galston e Kaur-Sawhney (1990), Put
sozinha poderia manter a proliferacdo da célula, mas Spd e Spm sé&o
essenciais para induzir a diferenciagcdo em cultivo de células de Daucus carota.

O pequeno aumento do teor enddgeno de Put que foi observado a partir
de T2, coincide com o inicio da inducdo das CN. Isto sugere que a Put pode
estar envolvida durante a fase de divisdo celular, e eventos posteriores
relacionados ao desenvolvimento das CNs. A elevacado nos teores de Put esta
geralmente associada a idade e alongamento celular, enquanto que o aumento
na sintese de Spd é caracteristico de tecidos meristematicos (CVIKROVA et al.
1998). Essa poliamina estimulou a divisdo celular em culturas embriogénicas
de Pinus oocarpa e Pinus patula (FEIRER, 1995), mas em culturas em
suspensao de Pinus taeda, altos niveis de Put enddgena foram associados
com a reducao no crescimento celular (SILVEIRA et al. 2004).

A Spm foi a PA encontrada em menores teores nas bases foliares de
Vriesea reitzii, da mesma forma foi observado em trabalho realizado por
Silveira et al. (2004) em cultivos de suspensdo embriogénica de Pinus taeda. A
Spm é biologicamente mais dindmica do que outras poliaminas e atua na
estabilizacdo da membrana celular e mostra efeitos antioxidantes em plantas
(BOUCHEREAU et al., 1999).

E importante destacar que, em sistemas de cultivo in vitro, os teores de
poliaminas variam conforme a composi¢cdo do meio de cultivo, principalmente
no que diz respeito ao regulador de crescimento utilizado ou a adicdo de PAs
exogenas (SILVEIRA et al. 2004; STEINER et al. 2007), ao pH do meio
(VUOSKU et al. 2012), em resposta aos estresses oxidativos ocasionados pela
adicdo de metais pesados (GIAMPAOLI, 2010) ou por condi¢des de cultivo que
promovam estresse osmotico, alteracdo da salinidade do meio, dentre outros
(GROPPA E BENAVIDES, 2008).

Em estudo realizado para verificar o efeito de cobre e zinco no
desenvolvimento in vitro da bromélia Aechmea blanchetiana, os teores foliares
médios de PAs livres obtidos foram de 800 pg.g™* MS para Spm; 500 pg.g™ MS

para Put e 250 pg.g' MS para Spd. Comparando-se esses teores com 0S
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encontrados na matéria fresca das bases foliares da bromélia Vriesea reitzii
percebe-se que a regulacdo da sintese dessas aminas pode estar relacionada
com as condi¢des de cultivo in vitro.

A biossintese de poliaminas em plantas ocorre em resposta aos
estresses bidticos ou abidticos (ACAZAR et al. 2010), e como consequéncia
ocorre seu acumulo, diminuicdo ou mesmo uma leve alteracéo de seus teores
enddgenos, o que demonstra que o metabolismo delas € alterado de diferentes
maneiras pelo estresse (LIU et al. 2007).

Tang e Newton (2004) mostraram o papel das poliaminas na protecéo
das células e tecidos contra a oxidagdo por meio do cultivo de calos ndo
oxidados de Pinus virginiana, no qual observaram a manutencao de contetdos
constantes das PAs ao longo de 35 dias, o que ndo ocorreu em calos oxidados.
A predominancia de Spm em relacdo a Put e & Spd em massas celulares
oriundas de calos cultivados in vitro em meio MS suplementado com Spd, Spm
e Put de Hemerocallis sugere que ela pode ter agido como protetora contra o
estresse oxidativo jA que reduziu o escurecimento dos tecidos (DEBIASI et
al.,2007). Quando Spm foi associada com Put, ndo foi observada oxidacao nos
tratamentos contendo essa combinacdo de PAs exdgenas. Tang et al. (2004)
demonstraram que Put e Spd exdgenas foram mais efetivas contra danos
oxidativos, promovendo baixa atividade da peroxidase.

Atribui-se a Spd e a Spm a contribuicdo para o0 aumento da tolerancia
das plantas a diferentes estresses (LEFREVE et al. 2001), as quais estédo
relacionadas com a regulacéo, estabilidade e permeabilidade das membranas
celulares e modulacéo das cargas superficiais da membrana (ROY et al. 2005).
Nessas condicfes de estresse, os teores de Put podem ser catabolizados e o
produto desse processo € o perdxido de hidrogénio (H2O3), o qual é requerido
para a sinalizacdo e ativacdo do sistema antioxidante (GROPPA &
BENAVIDES 2008). Neste contexto, destaca-se também que as PAs nao
respondem em tempo habil as condi¢cbes de estresse. A exemplo disto, em
Populus alba o uso de concentracfes toxicas de cobre ndo foram capazes de
induzir a sintese de poliaminas rapidamente, acumulando poliaminas livres e
conjugadas apenas com a exposi¢cao prolongada ao estresse e indicando que a
toxicidade do cobre pode retardar a ativacdo da biossintese de poliaminas
(FRANCHIN et al., 2007).
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A regulacao dos teores de poliaminas livres em plantas ocorre por meio
do catabolismo oxidativo e também pela formacdo de poliamina conjugada
(BAIS E RAVISHANKAR, 2002). As poliaminas conjugadas, que séo
covalentemente ligadas ao acido hidroxicinamico, ocorrem em altos niveis em
plantas e podem ser correlacionadas com o desenvolvimento de plantas de
forma geral (MARTIN-TANGUY, 1997).

Baixos teores das poliaminas obtidos neste trabalho pressupbem que
elas podem estar sendo metabolizadas em formas conjugadas ou mesmo
podem estar sendo degradadas por enzimas oxidativas, tais como poliaminas
oxidases. A degradacdo € um circuito regulatério complexo, capaz de ajustar
0s niveis de Put, Spd e Spm nas células, o que € necessario para a ocorréncia
de diferentes transformacfes metabdlicas dos tecidos (BOUCHEREAU et al.
1999). Portanto, a partir dos dados obtidos no presente trabalho, pode-se inferir
que os niveis de PAs enddgenos nao estdo correlacionados coma inducéo e o
desenvolvimento inicial das CN de V. reitzii. No entanto, eles podem ser um
indicativo de que ndo houve estresse oxidativo nos tecidos das bases foliares,
e caso este fator ocorra, ndo foram observados significavos aumentos nos

teores das PAs livres durante este estadio da morfogénese in vitro.
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8. CONCLUSOES

As culturas nodulares de Vriesea reitzii originam-se a partir da
proliferacdo de células meristematicas da base foliar e em duas semanas de
cultivo observou-se a formacao de protuberancias. Os eventos que modulam a
inducdo e o desenvolvimento inicial das CNs envolveram a competéncia das
células do meristema intercalar, as quais se desdiferenciaram apds exposicao
das bases foliares ao meio de cultura MSB suplementado com ANA e BAP.

Em seguida, a intensa divisdo celular gerou células alongadas e
desorganizadas, apés formou-se uma camada de células denominada zona
meristematica e por fim foram originadas as estruturas pré-nodulares que déo
origem as CNs. Esses eventos foram acompanhados por um decréscimo na
porcentagem de metilacdo evidenciado a partir da segunda semana de cultivo.

A queda na metilacdo pode ser relacionada com o novo programa de
rediferenciacao e serviu como base da plasticidade das células nos tempos de
cultivo estudados. O aumento no contetdo de Put pode ser um indicativo do
seu envolvimento no processo de divisdo celular e seguido da formacdo de
protuberancia e desenvolvimento das CNs.

Na Figura 12, apresenta-se uma sintese dos eventos ocorridos durante a

inducao e o desenvolvimento inicial das CN de Vriesea reitzii.
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Figura 12. Resumo esquematico dos eventos ocorridos durante a inducdo e o
desenvolvimento inicial de CN de Vriesea reitzii.A) Bases foliares durante as quatro
semanas de inducdo: TO, T1, T2, T3 e T4; B) Decréscimo da metilacdo da 5mdC a
partir de T2 e C) Niveis de poliaminas livres enddgenas: Spd e Spm mantiveram-se
constantes, e Put aumentou a partir de T2. As setas e suas espessuras indicam as
flutuagBes nos percentuais de metilacéo global e no contetido endégeno das PAs.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

Experimentos futuros devem priorizar analises de transcriptbmica e de
protedmica para identificacdo dos genes e fatores de transcricdo que estao
envolvidos na regulacdo deste processo morfogenético. Desta forma, sera
possivel relacionar as contribuicbes das modificacbes epigenéticas com a
expressao génica.

Apesar de o HPLC/UV consistir em uma técnica robusta, ela € indicada
para quantificacdo da metilacdo global do DNA. Sugere-se o uso de
marcadores moleculares como o AFLP, o uso de enzimas de restricao
sensiveis a sitios ricos em citosina metilada e analises por MSAP (“methylation
sensitive amplified polymorphism”), para deteccdo da metilacdo de sitios
especificos.

Fazem-se necessarios estudos os quais objetivem o estabelecimento de
padrbes oxidativos de células e tecidos, seja por meio de analises visuais e/ou
por avaliagcdo da atividade de enzimas como a ascorbato peroxidase ou pelo
acumulo de peroxido de hidrogénio (H2O2), que tém sido relacionados ao
sistema de defesa das plantas. Desta forma, sera possivel associar os teores
de PAs enddgenos com a oxidacdo dos tecidos, e a aplicacdo de PAs
exdgenas no meio de cultivo podera gerar conhecimento acerca do potencial
antioxidante dessas aminas em Vriesea reitzii.

Destaca-se que a adicdo de PAs exdgenas ao meio de cultivo tem sido
amplamente usada para estudar a funcdo das PAs durante o crescimento e
diferenciacdo de plantas cultivadas in vitro e pode ser uma estratégia
interessante para regulacdo dos pools de PAs enddégenas. Francisco et al.
(2008) sugerem a partir de seus resultados que a aplicacdo exogena de
poliaminas supriria as necessidades endogenas, promovendo melhor
desenvolvimento e tuberizacdo in vitro de taro, sendo que putrescina teria
maior efeito, sendo possivelmente um fator limitante nos eventos

morfogenéticos estudados por eles.
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