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RESUMO

VETTORAZZI, Rosana Gobbi. M.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Fevereiro de 2021. Aspectos morfolégicos e bioquimicos
associados ao desenvolvimento da semente e germinacdo e na inducdo da
embriogénese somatica direta em Paubrasilia echinata Lam. E. Gagnon, H. C.
Lima e G. P. Lewis (FABACEAE). Orientador: Prof2. Dr2, Claudete Santa Catarina.
Co-orientador: Dr2. Kariane Rodrigues de Sousa.

Paubrasilia echinata, conhecida popularmente como pau-brasil, € uma espécie
arborea pertencente a familia Fabaceae. Nativa da Mata Atlantica, esta espécie
foi intensamente explorada devido ao seu valor econdémico e, atualmente,
encontra-se ameacada de extincdo. Nesse sentindo, o uso de técnicas
biotecnoldgicas, como a embriogénese somatica, pode ser uma alternativa para a
propagacdo desta espécie. Desta forma, conhecer os aspectos bioquimicos
associados ao desenvolvimento da embriogénese zigética e germinacdo de
sementes desta espécie sdo importantes, e podem fornecer informacdes
relevantes para relacionar com o desenvolvimento da embriogénese somaética.
Assim, o presente trabalho teve como objetivo estudar os aspectos morfoldgicos,
fisiologicos e bioguimicos associados ao desenvolvimento da semente e
germinacao, e na indugdo da embriogénese somatica em P. echinata. Sementes
de P. echinata coletadas com quatro, seis e oito semanas apos a floracdo (SAF)
foram utilizadas para avaliar o comprimento, matéria fresca (MF) e matéria seca

(MS) e conteudo de poliaminas (PAs) durante os diferentes tempos de coleta

Vi



(SAF), bem como o efeito do desenvolvimento da semente na germinacéo, indice
de velocidade de germinacéo (IVG), MF e MS, e alteracdes no conteudo de PAs
durante o processo germinativo. Para a indugcdo da embriogénese somatica,
foram utilizadas sementes imaturas de P. echinata coletadas com 3 SAF. As
sementes foram entdo inoculadas em meio de cultura MS com duas
concentracdes (0 e 10 uM) de 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Apés 120 dias de
inoculacéo foi avaliada a taxa de inducdo de calos (via indireta) e a inducao de
embrides somaticos (via direta), que foram coletados para analises
histomorfologicas. Os resultados obtidos sugerem um papel relevante da
putrescina no inicio do desenvolvimento das sementes e de espermidina (Spd) e
espermina (Spm) nas etapas finais do desenvolvimento das sementes. Além
disso, as PAs Spd e Spm podem estar relacionadas com o0 processo germinativo,
ocorrendo em maior conteddo nas sementes imaturas coletadas com 6 SAF e
maduras com 8 SAF, as quais germinaram. A inducdo da embriogénese somatica
pela via direta foi obtida em meio de cultura sem a presenca de 2,4-D, obtendo-se
embrides somaticos em estadio cotiledonar. No entanto, a baixa porcentagem de
inducdo torna necessério aprimorar esta etapa do processo. Os resultados
obtidos para o desenvolvimento da semente, germinacdo e inducdo da
embriogénese somatica sdo inéditos para esta espécie e possibilitaram o
conhecimento inicial da inducdo da embriogénese somatica, que poderd ser

aprimorado em estudos futuros.
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ABSTRACT

VETTORAZZI, Rosana Gobbi. M.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. February 2021. Morphological and biochemical aspects associated
with seed development and germination and in the induction of direct somatic
embryogenesis in Paubrasilia echinata Lam. E. Gagnon, H. C. Lima e G. P. Lewis
(FABACEAE). Advisor: Profa. Dr2, Claudete Santa Catarina. Co-advisor: Dr2.
Kariane Rodrigues de Sousa.

Paubrasilia echinata, known as pau-brasil, is a tree species belonging to the
Fabaceae family. Native to the Atlantic Forest, this species has been intensively
explored due to its economic value and is currently threatened with extinction. In
this sense, the use of biotechnological techniques, such as somatic
embryogenesis, can be an alternative for the propagation of this species. Thus,
knowing the biochemical aspects associated with the development of zygotic
embryogenesis and seed germination of this species are important, and can be
related to the development of somatic embryogenesis. Thus, this study aimed to
study the morphological, physiological and biochemical aspects associated with
seed development and germination, and in the induction of somatic
embryogenesis in P. echinata. Seeds collected at 4, 6 and 8 weeks after flowering
(WAF) were used to evaluate the length, fresh matter (FM) and dry matter (DM)
and polyamine content (PAs) during the different (WAF), as well as, they were
used to evaluate the effect of seed development on germination, germination

speed index (IVG), FM and DM and changes in PA content during the germination.
Vi



For the induction of somatic embryogenesis, immature seeds collected after 3
WAF were used. The seeds were then inoculated in MS culture medium with two
concentrations (0 and 10 uM) of 2,4-dichlorophenoxyacetic (2,4-D). After 120 days
of inoculation, the callus induction rate (indirect route) and somatic embryo
induction (direct route) were evaluated, and samples were collected for
histomorphological analysis. The results obtained suggest a relevant role of
putrescine in the beginning of seed development and spermidine (Spd) and
spermine (Spm) in the final stages of seed development. In addition, PAs Spd and
Spm may be related to the germination process, occurring in greater content in
immature seed collected at 6 WAFand mature seeds at 8 WAF, which germinated.
Induction of somatic embryogenesis by the direct route was obtained in a culture
medium without the presence of 2,4-D, obtaining somatic embryos in cotyledonary
stage. However, the low percentage of induction makes it necessary to improve
this stage of the process. The results obtained for the development of the seed,
germination and induction of somatic embryogenesis are relevant for this species
and made possible the initial knowledge of the induction of somatic

embryogenesis, which may be improved in future studies.



1. INTRODUCAO

A Mata Atlantica é considerada uma das florestas mais ricas em
biodiversidade do planeta e abrange cerca de 15% do territério brasileiro. Este
bioma estende-se pelos Estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Espirito Santo, Goias,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Paraiba, Parana, Pernambuco, Piaui, Rio de
Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sdo Paulo e
Sergipe (Fundacdo SOS Mata Atlantica, 2020). Atualmente, restam apenas 12,4%
dos remanescentes florestais acima de 3 ha, e destes remanescentes, mais da
metade se concentra em areas privadas (Fundacdo SOS Mata Atlantica, 2020).

Dentre os fatores que favoreceram a sua devastacdo, destacam-se as
atividades antrépicas, como a expansdo da agricultura e da pecuaria, a
urbanizacdo e a exploracdo madeireira (Dean, 1996). Segundo Pavan-Fruehauf
(2000), o extrativismo vegetal teve inicio com a exploragdo do pau-brasil, o qual
foi quase extinto da costa brasileira nos primeiros 100 anos de colonizacao, e
posteriormente de forma mais intensiva, outras espécies passaram a ser
exploradas (Young, 2005). Além disso, no decorrer da historia, a Mata Atlantica foi
sendo substituida primeiramente pela cana-de-acUcar na regido Nordeste e
posteriormente, por plantacdes de café, pecudria, cacau e eucalipto nas demais
regides (Colombo e Joly, 2010).

Neste sentido, programas de conservacdo e a realizacdo de estudos
relacionados a propagacao de espécies arboreas, como a Paubrasilia echinata,

com o uso de metodologias alternativas, como a embriogénese somatica, podem



ser uma alternativa importante para a propagacao destas espécies e apresentam
potencial de aplicacdo na conservacao e restauracdo de areas degradadas.
Adicionalmente, estudos relacionados a biologia reprodutiva, desenvolvimento de
sementes e germinacdo sdo importantes para conhecer as alteragdes bioquimicas
e morfolégicas que permitam melhor conservacdo das sementes como fonte de
propagulos em arbéreas. Estes estudos se destacam para as espécies arboreas
nativas e que se encontram ameacadas de extincdo, e ainda possuem sementes
com reduzida percentagem de germinacdo durante o armazenamento.

Estudos morfolégicos, bioguimicos e moleculares relacionados com a
embriogénese zigotica e desenvolvimento das sementes, assim como durante a
germinacao, vém sendo realizados para varias espécies arboreas (Santa-Catarina
et al., 2006; Aragao et al., 2015; de Oliveira et al., 2017; Goh et al., 2019). Estes
estudos sao importantes, pois muitos mecanismos que controlam o
desenvolvimento do embrido zigético estdo envolvidos na subsequente
diferenciacdo do tecido na planta adulta. Além disso, a investigacdo das
alteracdes bioquimicas e moleculares que ocorrem na embriogénese zigética € de
interesse biotecnoldgico para a busca de novos estimuladores da embriogénese
somatica e outros meios de reproducdo vegetal in vitro (Tvorogova e Lutova,
2018).

A embriogénese somatica possibilita a obtencédo de embries somaticos e
tem sido descrita em varias espécies (Isah, 2016), incluindo arboéreas nativas
ameacadas de extincdo (Becwar et al., 1990; Guerra et al., 2001; Santa-Catarina
et al., 2001; Carvalho, 2003; Prakash e Gurumurthi, 2010). A embriogénese
somatica € um processo pelo qual células somaticas se diferenciam em embrides
somaticos por meio de estadios de desenvolvimento semelhantes aos de
embrides zigoticos (Tautorus et al., 1991). Denomina-se embrido somatico aquele
derivado de células somaticas ja diferenciadas (Termignoni, 2005). Este processo
pode ocorrer de forma direta ou indireta, sendo que na via indireta ocorre a
formacao de calos antes da diferenciacdo de embrides somaticos (Zimmerman,
1993).

Alguns estudos iniciais visando a obtencdo de culturas embriogénicas
foram desenvolvidos para P. echinata, porém nado foram obtidos embrides
somaticos (Chu et al., 2008; Werner et al., 2009; Werner et al.,, 2010). Em

trabalhos recentes do grupo, a inducdo da embriogénese somética a partir de



embrides zigéticos imaturos e a obtencdo de embrides somaticos em estadios
iniciais de desenvolvimento foram obtidos para esta espécie (Rangel, 2018).
Entretanto, a obtencdo de embrides somaticos no estadio cotiledonar e a
conversao destes em plantas ainda precisa ser melhor estudada. Estes resultados
foram fundamentais para o presente trabalho, permitindo a realizacdo de novos
estudos para melhor compreender os fatores relacionados a embriogénese
somatica nesta espécie, fundamentais para entender como as células somaticas
se tornam competentes para formar embrides somaticos e, posteriormente, a
regeneracao em uma planta completa.

Dentre os fatores que controlam a embriogénese somatica destaca-se o
efeito de reguladores de crescimento vegetal, como as poliaminas (PAs). As PAs
sdo moléculas alifaticas de baixo peso molecular e atuam em Varios processos
nas plantas, incluindo a embriogénese somatica, modulando as respostas
morfogenéticas in vitro (Walden et al., 1997; Bais e Ravishankar, 2002; Kuznetsov
et al., 2006; Silveira et al., 2006; Santa-Catarina et al., 2007; Alcazar et al., 2010;
Reis et al., 2016). Ademais, estudos relacionados com alteracdes no perfil de PAs
durante o desenvolvimento da semente e germinagdo sdo relevantes para
entender o papel destes compostos no desenvolvimento da embriogénese em P.

echinata.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Mata Atlantica

A Mata Atlantica é considerada uma das florestas mais ricas em
biodiversidade do planeta e estende-se por 17 Estados da costa brasileira, desde
o Nordeste até a Regido Sul (Fundacdo SOS Mata Atlantica, 2020). O bioma é
composto por um conjunto de formacdes florestais caracterizadas como Floresta
Ombrdfila Densa, Floresta Ombréfila Mista, Floresta Ombrofila Aberta, Floresta
Estacional Decidual e Floresta Estacional Semidecidual. Além disso, também
abriga ecossistemas como Restingas, Manguezais e Campos de Altitude
(Fundacédo SOS Mata Atlantica, 2020).

Originalmente a éarea ocupada pela Mata Atlantica correspondia a
1.315.460 km2. No entanto, atualmente restam apenas 12,4% dos remanescentes
florestais acima de 3 ha, sendo um dos biomas brasileiros mais devastados e com
alta fragmentacao florestal (Ribeiro et al., 2009; Fundacdo SOS Mata Atlantica,
2020). Dentre os fatores que favoreceram a sua devastacdo destacam-se as
atividades antropicas, como a expansao da agricultura e da pecuaria, a
exploragdo madeireira e a urbanizagdo, uma vez que a Mata Atlantica
compreende a maior concentracdo urbana do pais (mais de 60% da populacéo
brasileira), o que resulta no excessivo uso do solo, perda da vegetacdo e

fragmentacao de areas de floresta (Dean, 1996; Scarano e Ceotto, 2015).



A Mata Atlantica brasileira tem um longo histérico de devastacdo e
comecou antes mesmo da chegada dos colonizadores em 1500, quando os
nativos usavam os recursos floretais para sua subsisténcia, porém se intensificou
na época do descobrimento com a exploragdo do pau-brasil, o qual foi quase
extinto da costa brasileira nos primeiros 100 anos de colonizac&o. Posteriormente
de forma mais extensiva, outras espécies passaram também a ser exploradas
(Pavan-Fruehauf, 2000; Young, 2005; Gaspar et al., 2008). Além disso, no
decorrer da histéria, a Mata Atlantica foi sendo substituida por plantacbes de
cana-de-acucar na regido Nordeste e posteriormente por lavouras de café,
pastagens, cacau e plantacdes de eucalipto nas demais regides (Colombo e Joly,
2010). Atualmente, cerca de 60% da lista de espécies da flora brasileira
ameacadas de extincdo é constituida por espécies da Mata Atlantica (Martinelli e
Moraes, 2013).

Embora tenha ocorrido a destruicAo de boa parte de sua cobertura
original, a Mata Atlantica ainda abriga mais de 20.000 espécies de plantas
vasculares, e destas, cerca de 8.000 sao endémicas. A elevada biodiversidade, o
alto grau de endemismo e também o acelerado processo de fragmentacéo e
perda de cobertura vegetal do bioma, fizeram com que a Mata Atlantica passasse
a ser considerada um dos principais hotspots mundiais para a conservacdo da
biodiversidade (Myers et al., 2000; Mittermeier et al., 2005; Fundagdo SOS Mata
Atlantica, 2020).

No entanto, a conservacdo da Mata Atlantica bem como sua recuperacao,
representam um grande desafio, uma vez que as estratégias e intervencoes
necessarias deparam-se com dificuldades, entre elas a fragmentacao do bioma, o
pouco conhecimento a respeito da biologia das espécies, a perda de viabilidade
das sementes de algumas espécies nativas apdés pouco tempo de
armazenamento e a baixa disponibilidade de mudas (Hellmann et al., 2006; Pinto
et al., 2006; Rodrigues et al., 2009; Walker et al., 2015).

Portanto, programas de conservacdo e estudos relacionados a
propagacdo de espécies arboreas, como o uso de metodologias alternativas de
propagacdo, em especial de espécies ameacadas de extingcdo, sdo importantes
para a propagacdo e conservacdo da biodiversidade e restauracdo de areas

degradadas.



2.2. Espécie de estudo

Conhecida popularmente como pau-brasil, a espécie P. echinata, nativa
da Mata Atlantica, pertence a familia Fabaceae e possui ocorréncia nos Estados
de Alagoas, Bahia, Espirito Santo, Paraiba, Pernambuco, Rio de Janeiro e Rio
Grande do Norte (Martinelli e Moraes, 2013).

A espécie possui uma importancia biolégica, histérica e cultural téo
grande que renomeou o territério brasileiro e passou a ser considerada Arvore
Nacional pela lei n° 6.607 de 7 de dezembro de 1978 (Bueno, 2002; Rocha,
2011). A espécie foi originalmente descrita por Lamarck em 1785 como
Caesalpinia echinata, porém, recentemente, o grupo Caesalpinia foi revisado e a
espécie passou por uma alteracdo taxondmica baseada em evidéncias
morfoldgicas e filogenéticas passando a integrar o novo género monoespecifico
Paubrasilia (Gagnon et al., 2016).

P. echinata é classificada como uma espécie semidecidua, helitfita
ou esciofita, caracteristica da floresta pluvial atlantica. Os espécimes sao de
facil identificacdo e apresentam caracteristicas marcantes. As
inflorescéncias possuem flores em cacho de coloracdo amarela com uma
mancha vermelho-purpura em uma das pétalas (Lorenzi, 1992; CNCFlora, 2012).
Floresce entre o final do més de setembro a outubro e a maturacéo de seus frutos
ocorre entre novembro e janeiro (Lorenzi, 1992). Possui frutos do tipo vagem,
cobertos por espinhos, e apresenta dispersao autocérica e a deiscéncia ocorre de
forma explosiva, liberando 1-2 sementes por fruto. Além disso, o tronco possui
coloracao castanha e cerne vermelho, exsudando uma seiva vermelha quando
ferido (Gagnon et al., 2016).

Esta espécie foi intensamente explorada desde a época da colonizacgéo, e
um dos principais motivos foi a sua utilizacdo na producéo do principio colorante
brasileina, extraido de seu tronco e muito utilizado para tingir tecidos e na
fabricagdo de tinta (Martinelli e Moraes, 2013). Em meados de 1800 quase todos
0s corantes naturais foram substituidos por produtos sintéticos, o que diminuiu
momentaneamente a exploracdo do pau-brasil. No entanto, devido ao fato de sua
madeira combinar uma série de propriedades como ressonancia, densidade e

durabilidade, a espécie foi identificada como a mais adequada para fabricacéo de



arcos de violino (Bueno, 2002; Pierce e Thorner, 2002; Bucur e Declercq, 2006;
Alves et al., 2008a; Alves et al., 2008b; Longui et al., 2010; Martinelli e Moraes,
2013).

Devido ao seu historico de exploracéo a espécie € considerada ameacada
de extincdo, e estd incluida na lista vermelha da International Union for
Conservation of Nature (IUCN, 2021) na categoria em perigo, no Livro Vermelho
da Flora do Brasil (Martinelli e Moraes, 2013) e na Lista Nacional Oficial de
Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de Extincdo (MMA, 2014). A retirada
desta espécie de florestas naturais e sua exportacdo é proibida desde 2007, uma
vez que resta cerca de 8% de sua extensao original (IUCN e TRAFFIC, 2007).
Neste sentido, torna-se importante o desenvolvimento de pesquisas referentes a
sua propagacao e a aplicacdo de estratégias de sua conservagdo, como a criacao
de unidades de conservacéao (Martinelli e Moraes, 2013).

Alguns estudos foram realizados com esta espécie durante o
desenvolvimento da semente e na morfogénese in vitro. Recentemente, Aradjo e
Barbedo (2017) analisaram a tolerédncia a dessecagao natural de sementes
imaturas em diferentes estadios de desenvolvimento, concluindo que a tolerancia
a dessecacdo aumenta com o avanco da maturacdo. Adicionalmente, estudos
mostram que as sementes de pau-brasil sdo tolerantes ao armazenamento em
baixa temperatura (-18 °C), desde que o conteldo de 4gua ndo seja superior a
12,7% (Hellmann et al., 2006). Mello et al. (2013) demonstraram que sementes de
pau-brasil conseguem se manter viaveis ap6s cinco anos de armazenamento a -
18 °C. Também foram realizados estudos para determinar o ponto de maturacao
fisiolégica das sementes, concluindo que o estadio ideal para coleta das
sementes ocorre entre a 8% e 92 semana apds a antese (Barbedo et al., 2002;
Aguiar et al., 2007). No entanto, até o momento ndo ha& estudos mostrando
alteracfes bioquimicas referentes ao contetdo de PAs durante o desenvolvimento
da semente e germinacao para esta espécie.

Estudos realizados até o momento sobre a embriogénese somatica de
pau-brasil mostram que ndo houve a inducdo de embribes soméaticos, sendo
obtida apenas inducdo de calos a partir de foliolos jovens (Werner et al., 2009;
Werner et al.,, 2010). Culturas embriogénicas foram induzidas a partir de
sementes imaturas, e o tratamento de maturacdo com acido abscisico possibilitou

a evolucdo de embribes somaticos em estddios iniciais de desenvolvimento



(Rangel, 2018). Adicionalmente, ndo ha estudos mostrando a obtencédo de
embrides somaticos em estadios avancados (cotiledonar) de desenvolvimento.
Neste sentido, € importante a realizacdo de estudos morfolégicos e bioquimicos
durante o desenvolvimento da semente e germinagao e aprimorar a indugéo de

culturas embriogénicas para esta espécie.

2.3. Desenvolvimento da semente e germinacao

A embriogénese zigbtica em plantas superiores corresponde ao periodo
de desenvolvimento a partir da fertilizacdo, em que o zigoto é submetido a uma
série de divisdes celulares e eventos bioguimicos, resultando na formagcdo de um
embrido maduro durante o desenvolvimento da semente (De Smet et al., 2010;
Harada et al., 2010). Este processo envolve diversas vias de desenvolvimento
coordenadas por horménios e fornece um sistema modelo para analisar padrées
de organizacdo celular, alteracdes no conteudo de proteinas, hormdnios e na
expressao de genes (Hilhorst, 1995; Jurgens, 1998; Tvorogova e Lutova, 2018).

A embriogénese zigodtica pode ser dividida em duas fases principais: (1) a
fase de histodiferenciacdo, em que ocorrem divisdes celulares para o
estabelecimento e diferenciacdo do eixo embrionario; (2) e a fase de maturacao
em que ocorrem 0S processos celulares associados com a preparacdo do
embrido e da semente para dessecacdo, quiescéncia metabdlica e germinacao
(Sallandrouze et al., 2002; Harada et al., 2010).

A fase de histodiferenciacdo tem inicio com uma divisdo assimétrica do
zigoto. Essa divisdo € acompanhada pela formacdo da parede celular, pela
determinacdo dos trés eixos embrionarios (longitudinal, lateral e radial), e por
alteracbes na morfologia do embrido, passando pelos estadios: globular,
cordiforme, torpedo e cotiledonar em magnoliopsidas (Bewley et al., 2012; Floh et
al., 2015). No estadio globular, ocorre uma série de divisdes celulares formando
um embrido esférico com simetria radial. Esse estadio é seguido por um estadio
cordiforme, que sinaliza a mudanca do crescimento isodiamétrico para a simetria
bilateral, coincidindo com o inicio da formacéo das células que dardo origem ao
primordio radicular. Em seguida ocorre o estadio torpedo, com o alongamento
celular ao longo do eixo embrionéario, ocorrendo a formacdo dos meristemas

radicular e caulinar; e subsequente desenvolvimento dos cotilédones, dando



origem ao embrido cotiledonar (Zimmerman, 1993; Dodeman et al., 1997; Von
Arnold et al., 2002).

Na fase de maturacdo, o embrido no estadio cotiledonar reduz os
processos de divisdo celular, dando inicio ao processo de acumulo de
substancias de reserva (proteinas, lipidios e carboidratos), seguido pela
diminuicdo da atividade metabdlica e aquisi¢cdo da tolerancia a dessecacéao, antes
da liberacdo da semente (Bewley, 1994; Dos Santos et al., 2006; lkeda et al.,
2006). Ocorrendo a embriogénese zigética de forma correta, o resultado é a
formacdo de uma semente viavel, pronta para germinar desde que esteja em
condicbes ambientais favoraveis (Bewley, 1994).

As sementes geralmente adquirem a capacidade de germinar no final da
embriogénese (Kermode, 1990). No entanto, quando a semente intacta €
removida da planta mde durante o estadio inicial ou intermediario do
desenvolvimento, a germinacdo ndo acontece. O desenvolvimento embriogénico
termina durante a maturacao, que ¢é a fase final do desenvolvimento de sementes
em angiospermas. Durante esta fase, as sementes dessecam e entram em um
periodo de desenvolvimento interrompido até que condicbes ambientais
adequadas sejam fornecidas (Hilhorst, 1995).

A maior parte do que se sabe a respeito dos aspectos moleculares do
desenvolvimento embrionario se da através do uso de sistemas modelos como
Arabidopsis thaliana ou Medicago truncatula (Karami e Saidi, 2010; Elhiti et al.,
2013; Radoeva e Weijers, 2014; Fehér, 2015). No entanto, o desenvolvimento
embrionario de espécies arbdreas apresenta particularidades que podem néo ser
encontradas nos sistemas modelos (Ballester et al., 2016).

Apesar de haver diversos estudos a respeito da ocorréncia, forma,
metabolismo e funcdo das PAs em algumas fases do desenvolvimento da planta,
como nos processos de floracdo, frutificacdo, senescéncia e resposta a estresse
(Galston e Kaur-Sawhney, 1995), as suas implicagcdes no desenvolvimento de
sementes precisam ser melhor estudadas. Entre os estudos realizados estado os
trabalhos com espécies anuais, como Oryza sativa (Sen et al., 1981), Gossypium
hirsutum (Davidonis, 1995), Brassica rapa (Puga-Hermida et al., 2003) e Zea
mays (Cao et al., 2010) e em algumas arbdreas, como Pinus radiata (Minocha et
al., 1999), Araucaria angustifolia (Astarita et al., 2003; de Oliveira et al., 2017),

Pinus taeda (Silveira et al., 2004), Ocotea catharinensis (Santa-Catarina et al.,
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2006), e Theobroma cacao (Niemenak et al., 2012). Porém em P. echinata ainda
nao ha trabalhos relacionando as PAs com o desenvolvimento e germinacédo das
sementes.

Muitos mecanismos e esquemas regulatérios que controlam o
desenvolvimento do embrido zigético estdo envolvidos na subsequente
diferenciacdo do tecido na planta adulta. Portanto, entender a regulacdo desse
processo € de interesse biotecnoldgico, em particular, para a busca de novos
estimuladores da embriogénese somética e outros meios de propagacao in vitro
(Tvorogova e Lutova, 2018). Ademais, estudos envolvendo aspectos moleculares
em arboreas sédo fundamentais para que o conhecimento basico relacionado ao
desenvolvimento embrionario seja ampliado, assim como a sua potencial
aplicacao através de ferramentas biotecnoldgicas (Ballester et al., 2016). Estes
estudos tem sido realizados para varias espécies, como A. angustifolia (Balbuena

et al., 2011) e Cariniana legalis (Aragéao et al., 2019).

2.4. Embriogénese somatica

A embriogénese somética pode ser definida como a formacdo de
embrides a partir de uma ou mais células somaticas ja diferenciadas, sem que
haja fusdo gamética (Shahzad et al., 2016). E um processo analogo a
embriogénese zigotica, pelo qual as ceélulas somaticas se diferenciam em
embries somaticos através de estadios de desenvolvimento semelhantes aos de
embrides zigodticos, ou seja, ocorre a passagem pelos estadios globular,
cordiforme, torpedo e cotiledonar em magnoliopsidas (Tautorus et al., 1991).

O processo de embriogénese soméatica pode ser obtido pela via direta ou
via indireta (Guerra et al., 1999; Von Arnold et al.,, 2002). Na embriogénese
somética direta, os embribes soméaticos podem ser induzidos diretamente de
células do explante, sem a formacédo de calo. Por outro lado, na embrigénese
indireta ocorre inicialmente a inducédo de calos e a partir das células deste calo
gue possuem competéncia embriogénica ocorre 0 desenvolvimento de embrifes
somaticos, sendo observada na maioria das espécies (Cuenca et al., 1999; Ikeda-
lwai et al., 2002; Gaj, 2004; Montalban et al., 2012; Corredoira et al., 2013;
Corredoira et al., 2015).
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A embriogénese somatica para espécies arbdéreas pode ser realizada em
um sistema tecnolégico de dois ciclos, sendo o primeiro denominado de ciclo de
inducédo e proliferacdo e o segundo, ciclo de maturacdo (Santa-Catarina et al.,
2012). Esses ciclos podem ainda ser divididos em quatro fases: (1) indugéo, que
comeca apos a inoculacdo dos explantes em meio de cultura suplementado ou
ndo com reguladores de crescimento (geralmente auxinas e citocininas); (2) a
multiplicacdo, que é caracterizada por subculturas das culturas embriogénicas; (3)
a maturacdo, em que € promovida a formacdo de embries soméaticos em meio de
cultura contendo agentes promotores da maturacdo, como ABA e/ou agentes
osmaticos [p.ex., polietileno glicol (PEG) e maltose]; (4) e conversédo dos embrides
somaticos e estabelecimento das plantulas somaticas, promovido pela
transferéncia das culturas embriogénicas para um meio de cultura isento de
reguladores de crescimento (Attree e Fowke, 1993; Stasolla et al., 2002; Von
Arnold et al., 2002; Stasolla e Yeung, 2003; Fehér, 2015; Floh et al., 2015).

Em geral a aquisicdo da competéncia embriogénica depende da interacao
de fatores internos, como gendétipo, idade de explante, condi¢gBes fisiologicas e
fatores externos como luz, temperatura, reguladores de crescimento e presenca
de compostos antioxidantes (Jiménez, 2005). Esta aquisicdo € considerada um
fator critico no processo de embriogénese somatica e é altamente dependente da
divisdo e desdiferenciacdo celular seguido da diferenciacdo destas, devido a
totipotencialidade das células vegetais (Fehér, 2015).

O tipo e a idade do explante a ser utilizado s&o fatores essenciais para o
sucesso da resposta morfogenética, uma vez que os varios tecidos da mesma
planta, e até mesmo os diferentes estadios de desenvolvimento do mesmo tecido,
podem diferir em sua resposta quando cultivados in vitro (Tautorus et al., 1991).
Vérios tipos de explantes como folhas, raizes, meristemas de brotacdes,
sementes, embribes zigoticos, etc., tém sido utilizados para a obtencdo da
embriogénese somatica. No entanto, embrides zigoticos imaturos sdo 0s mais
utiizados para a obtencdo da embriogénese somética em plantas lenhosas
(Correia et al., 2016; Isah, 2016), como é o caso de Eucalyptus (Prakash e
Gurumurthi, 2010) e A. angustifolia (Steiner et al., 2008). Este tipo de explante,
por ser um tecido jovem contendo células meristematicas pouco diferenciadas,
apresenta um maior potencial responsivo a sinalizacdo celular, e com isso,

apresenta maior capacidade para induzir embri6es somaticos (Benson, 2000;
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Isah, 2016). As espécies arbéreas, de uma forma geral, sdo caracterizadas por
um ciclo de vida longo, com tecidos somaticos maduros contendo células
diferenciadas que dificultam a resposta morfogenética comparativamente ao
embrido zigotico imaturo (Steiner et al., 2008; Guan et al., 2016).

Além do tipo de explante, os reguladores de crescimento vegetal sao
importantes para a inducdo da resposta morfogenética e seu envolvimento na
modulacdo da capacidade embriogénica ainda nao esta completamente
compreendido, sendo espécie-especifico (Jiménez, 2001). Dentre eles, as
auxinas e citocininas sao as mais utilizadas por estarem envolvidas na regulagao
do ciclo celular e promoverem divisdes celulares (Fehér, 2015). A auxina mais
utilizada na fase de inducdo € o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) devido a
sua eficacia no estabelecimento e proliferacdo das culturas embriogénicas, sendo
geralmente metabolizado de forma mais lenta pelas células em relagdo as outras
auxinas (Von Arnold et al., 2002; Avilés et al., 2013; Fehér, 2015). Para espécies
arbéreas, a inducdo de culturas embriogénicas geralmente ocorre de forma
indireta, com uso de auxinas, porém, a inducdo pode ser obtida de forma direta
(de Rezende et al., 2008; Mahendran e Bai, 2012). A compreensao dos eventos
iniciais de desenvolvimento durante a inducdo de culturas embriogénicas e a
transicdo de células embriogénicas a embribes somaticos € de grande
importancia para regulacdo do processo de regeneragédo de plantas por meio da
embriogénese soméatica (Sharma et al., 2008). Estes estudos permitem entender
0S mecanismos moleculares e bioquimicos associados com a aquisicdo da
competéncia das células soméaticas para desenvolver uma planta completa.

A embriogénese somatica oferece algumas vantagens como a producéao
clonal em larga escala que pode ser automatizada pelo uso de biorreatores,
estabilidade genética das plantas regeneradas e a possibilidade de ganho
genético (Steinmacher et al., 2007). Além disso, desempenha um papel
significativo na conservacdo de germoplasma e melhoramento genético de
plantas lenhosas (Merkle e Dean, 2000; Chiancone e Germana, 2012; Ozudogru
e Lambardi, 2016).

A embriogénese somatica tem sido descrita em diversas espécies,
incluindo arboreas nativas ameacadas de extingdo (Santa-Catarina et al., 2001,
Isah, 2016). Embora a embriogénese somatica seja uma alternativa para a

propagacédo de plantas lenhosas, mais pesquisas relacionadas com os aspectos
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bioguimicos e moleculares durante as diferentes etapas do processo
sdo necessarias para aumentar a eficacia e a eficiéncia deste processo
morfogenético nestas espécies (Thompson, 2014).

Alguns estudos visando a inducdo da embriogénese somética em P.
echinata foram desenvolvidos, obtendo-se a formacao de calos na presenca de
diferentes reguladores de crescimento e tipos de explantes, porém sem formacao
de embrides somaticos (Chu et al., 2008; Werner et al., 2009; Werner et al., 2010;
Rangel, 2018).

2.5. Poliaminas (PAS)

As PAs sdo moléculas policatidnicas alifaticas, carregadas positivamente
presentes tanto em plantas, como em animais e microrganismos, essa
caracteristica facilita sua interacdo com macromoléculas como DNA e RNA,
fosfolipidios, componentes da parede celular e proteinas (Bouchereau et al.,
1999; Baron e Stasolla, 2008; Alcazar et al., 2010; Michael, 2016). As principais
PAs encontradas em células vegetais s@o a putrescina (Put), espermidina (Spd) e
espermina (Spm). Essas aminas estao presentes em todos os compartimentos da
célula vegetal e atuam em diversos processos fundamentais na célula, como a
regulacédo da expressao génica, a modulacao de sinal, a proliferacdo celular e a
estabilizacdo de membranas (Kuznetsov et al., 2006; Alcazar et al., 2010).

Em plantas, especificamente, as PAs estdo ligadas a processos de
crescimento e desenvolvimento, como a divisdo celular, resposta a estresse
bidtico e abibtico, morte celular programada, formacdo de raizes, iniciacdo e
desenvolvimento floral, desenvolvimento dos frutos, e embriogénese zigética e
somética (Walden et al., 1997; Bais e Ravishankar, 2002; Silveira et al., 2006;
Santa-Catarina et al., 2007; Kusano et al., 2008; Akhtar, 2013). A concentracao
total e a razdo entre as PAs variam dependendo da espécie, 6rgao, tecido vegetal
e do estddio de desenvolvimento, e podem servir como um importante
biomarcador da regeneracdo em plantas (Shoeb et al., 2001; Kuznetsov et al.,
2006).

A sintese de PAs nos vegetais envolve a acdo das enzimas arginina
descarboxilase (ADC) e ornitina descarboxilase (ODC) que convertem,

respectivamente, arginina e ornitina a Put. Em seguida, a conversdo de Put em
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Spd, e desta em Spm, ocorre por adicdes sucessivas de grupos aminopropil
oriundos a partir da S-adenosil-metionina (SAM) pela reacdo da SAM
descarboxilase (SAMDC), com ac¢ado das enzimas Spd sintase e Spm sintase,
respectivamente. O catabolismo da diamina Put, e da tri- e tetramina Spd e Spm,
€ realizado pela acdo das enzimas diamina oxidase (DAQO) e PA oxidase (PAO),
respectivamente (Bais e Ravishankar 2002; Kusano et al., 2008; Lasanajak et al.
2014).

Estudos demonstraram alteracbes nos niveis de PAs durante a
embriogénese e germinagdo de sementes, indicando a importancia dessas
biomoléculas nestes processos morfogenéticos (Santa Catarina et al., 2004,
Santa-Catarina et al., 2006; Silveira et al.,, 2006; Santa-Catarina et al., 2007,
Steiner et al., 2007; Dias et al., 2009; Pieruzzi et al., 2011). Em Arabidopsis, foi
demonstrado que Put e Spd s&o essenciais para embriogénese, enquanto a Spm
ndo € crucial para seu crescimento normal (Kusano et al., 2008). Em
contrapartida, na embriogénese zigoética de O. catharinenses foi sugerida uma
relacdo entre o decréscimo nos niveis de Put, acompanhado pelo aumento nos
niveis de Spm durante o desenvolvimento do embrido (Santa-Catarina et al.,
2006), sugerindo a importancia destas alteracdes para o desenvolvimento da
embriogénese somaética nesta espécie.

Adicionalmente, foi demonstrado em O. catharinensis que a adicdo de Put
mantém os embrides somaticos em estadios de desenvolvimento iniciais por
estimular a divisdo celular, enquanto a adicdo de Spd e Spm promove um
aumento do numero de embrides soméaticos no estadio cotiledonar, mostrando a
importancia destas PAs para a evolucdo dos embrides somaticos e atuacdo na
maturacao (Santa-Catarina et al., 2007).

Neste sentido, o estudo do conteddo enddgeno e o melhor entendimento
do efeito das PAs durante a embriogénese zigdtica e soméatica podem contribuir
para aumentar a eficiéncia na obtencdo de embrides somaticos em varias

espécies econdmica e ecologicamente importantes.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Estudar os aspectos morfolégicos, fisioloégicos e bioquimicos associados
ao desenvolvimento da semente e germinacéo, e na inducdo da embriogénese

somatica em P. echinata.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar a influéncia do tempo de desenvolvimento das sementes de P.
echinata sobre o potencial germinativo e o indice de velocidade de germinacao

(IVG), matéria fresca e seca.

¢ Quantificar o conteudo de PAs em sementes durante o desenvolvimento e

durante a germinacao.

e Avaliar o efeito da concentracdo de 2,4-D na inducdo da embriogénese

somatica em sementes imaturas de P. echinata.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material vegetal

Para os experimentos foram usados frutos imaturos e sementes dispersas
de P. echinata coletados a partir de arvores localizadas na regido de Campos dos
Goytacazes — RJ.

Para os estudos relativos ao desenvolvimento da semente e germinacao,
as sementes foram coletadas em trés periodos distintos apos a floragédo plena: (1)
sementes imaturas colhidas com quatro (Figura 1A) e (2) seis semanas apos a
floracao (SAF) (Figura 1B) e (3) sementes maduras dispersas, colhidas com 8 SAF
(FiguralC).

Figura 1: Aspectos morfolégicos das sementes de P. echinata imaturas com 4 (A) e 6 SAF (B) e
sementes maduras dispersas com 8 SAF (C). Barra =1 cm.
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Para os estudos de embriogénese somatica, as sementes imaturas (Figura 2)

foram coletadas com 3 SAF.

Figura 2: Aspecto morfoldgico da semente imatura de P. echinata conectada a estrutura do fruto
aberto, coletado com 3 SAF. Barra = 0,5 cm.

4.2 Determinacdo do comprimento, matéria fresca (MF) e seca (MS) e conteudo

de PAs durante o desenvolvimento das sementes

Sementes de P. echinata coletadas com 4, 6 e 8 SAF foram utilizadas para
avaliar o comprimento, MF e MS e conteudo de PAs durante os diferentes tempos
de coleta (SAF).

A determinacdo do comprimento, MF e MS foi realizada com o auxilio de
uma régua a partir de cinco repetigcdes, com cinco sementes por repeticdo. Para a
analise do contetudo de PAs, amostras em triplicatas biolégicas (200 mg MF para
cada amostra) das sementes nas trés condi¢cdes foram coletadas e armazenadas a

-20°C até a realizacdo das analises.

4.3. Efeito do desenvolvimento da semente na percentagem de germinacéo,

indice de velocidade de germinacao (IVG), MF e MS e contetdo de PAs

Foi analisado o efeito do desenvolvimento da semente na germinacao,
IVG, MF e MS, e alteracdes no contetdo de PAs durante o processo germinativo.
Para tanto, sementes coletadas com 4, 6 e 8 SAF foram submetidas a
germinacao durante oito dias, quando foram avaliados germinacéao (%), IVG, MF e
MS.

Para a andlise da germinacédo foram utilizadas quatro repeti¢cdes, sendo
cada repeticdo composta de 25 sementes.
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Para a analise do conteudo de PAs, amostras em triplicata (200 mg MF
cada amostra) no tempo 0 (antes de iniciar o experimento) e apos 6, 12, 24 e 96 h
de germinacdo foram coletadas, congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a -

20°C até a realizacao das analises.

4.4. Germinagéao e determinagao do IVG

Para a realizacdo da germinacéao foi realizada a assepsia das sementes
baseada na metodologia descrita por Santa-Catarina et al. (2001) com
modificacdes. A assepsia consistiu na lavagem das sementes em agua corrente
com trés gotas de detergente comercial, seguido de enxague por 10 vezes com
agua destilada. Em seguida, as sementes foram imersas em etanol 70% durante
um minuto, seguido de imersdo em &gua sanitaria comercial 100% (Qboa®,
Osasco - SP, Brasil) com 2-2,5% de cloro ativo por 10 minutos sob agitacao.
Posteriormente, as sementes foram submetidas a cinco lavagens com &gua
destilada autoclavada.

Os testes de germinagcdo foram realizados em rolos de papel de
germinagdao conforme metodologia de Mello e Barbedo (2007), com quatro
repetices de 25 sementes cada repeticdo. Apos a assepsia, as sementes foram
transferidas para papel Germitest® (J Prolab, Parana, PR, Brazil) e umedecidos
em agua destilada autoclavada em uma relacdo de 2,5 vezes a massa do
substrato seco. Os rolos de papel foram embalados em sacos de polietileno e
colocados em camaras de germinacdo do tipo BOD (Eletrolab, S&o Paulo, SP,
Brasil), e mantidos a 25 °C sob luz continua de intensidade luminosa de 40 pmol
m?s™.

Foram realizadas contagens didrias do niumero de sementes germinadas
durante 8 dias para o célculo do indice de velocidade de germinacéo (IVG). O IVG
foi calculado de acordo com Maguire (1962). Os resultados foram expressos em

porcentagem, considerando as mudas normais obtidas.

4.5. Determinacao da MF e MS

A MF foi calculada através da MF das sementes no tempo O e das

plantulas obtidas apos 8 dias de germinacdo. Em seguida, as amostras foram
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colocadas em sacos de papel e secas a 70 °C por 72 h em estufa com circulacao

forcada de ar, para determinacédo da MS.

4.6. Determinacdo do conteudo de PAs livres

As PAs livres foram determinadas de acordo com Santa-Catarina et al.,
(2006). As amostras (em triplicata, com 200 mg MF cada amostra) foram
maceradas em 1,2 mL de &cido perclorico a 5% (Merck, Darmstadt, Alemanha).
Apos 1 h de incubacéo a 4 °C, as amostras foram centrifugadas durante 20 min a
20.000 x g, a 4 °C. O sobrenadante foi coletado, e as PAs livres analisadas do
sobrenadante por dansilacdo com cloreto de dansil (Merck, Darmstadt,
Alemanha).

Em seguida, as PAs foram identificadas e quantificadas por cromatografia
liguida de alta performance (HPLC; Shimadzu, Kyoto, Jap&o) usando uma coluna
de fase reversa C18 de 5 ym (Shimadzu Shin-pack CLC ODS). O gradiente da
coluna HPLC foi criado adicionando volumes crescentes de acetonitrila absoluta
(Merck, Darmstadt, Alemanha) a uma solucdo aquosa a 10% de acetonitrila (pH
3,5) ajustada com &cido cloridrico (Merck, Darmstadt, Alemanha). O gradiente de
acetonitrila absoluta foi programado para 65% nos primeiros 10 min, aumentando
de 65 para 100% entre 10 e 13 min e mantido a 100% entre 13 e 21 min a um
fluxo de 1 mL min™, a 40 °C. Foi utilizado um detector de fluorescéncia a 340 nm
(excitacdo) e 510 nm (emissdo) para deteccdo dos picos de PAs. As areas dos
picos e os tempos de retengédo das PAs foram medidas por comparagcdo com as
PAs padrdo Put, Spd e Spm (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Foi usado como

padréo interno o 1,7-diaminoheptano (DAH).

4.7. Inducdo da embriogénese somatica

A inducdo de culturas embriogénicas foi realizada utilizando frutos
imaturos de P. echinata com 3 SAF. Os frutos foram submetidos a assepsia de
acordo com Costa (2018). Primeiramente foi feita uma lavagem com agua
contendo trés gotas de detergente comercial neutro. Em seguida, os frutos foram
enxaguados por 10 vezes com agua destilada, seguida de imers&o por um minuto

em alcool 70% e 60 minutos em agua sanitaria comercial 100% contendo 1,8% a



20

2,5% de cloro ativo com 2,5 g L™ de fungicida Cercobin® (Sorocaba, S&o Paulo,
SP, Brasil). Posteriormente, em camara de fluxo laminar, os frutos foram
submetidos a cinco lavagens com agua destilada autoclavada.

Apds a assepsia, as sementes imaturas foram isoladas dos frutos em
camara de fluxo laminar, e inoculadas em meio de cultura MS (Murashige e
Skoog, 1962), suplementado com sacarose (30 g L™) (Vetec®, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil), Phytagel® (2 g L™ (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e duas concentracées
de 2,4-D (0 e 10 uM). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8, e em seguida
foi adicionado o Phytagel®. Ap6s a autoclavagem por 15 min a 121 °C, 1,5 atm o
meio de cultura foi distribuido em tubos de ensaio (10 mL) em camara de fluxo
laminar.

Apés a inoculacdo, as sementes foram incubadas em camaras do tipo
BOD (Eletrolab, Sao Paulo, SP, Brasil), e mantidas a 25 °C na auséncia de luz.
Apo6s 120 dias de inoculacéo foi avaliada a taxa de inducdo de calos (via indireta)
e a inducédo de embrides somaticos (via direta), e foram coletadas amostras para

andlises histomorfolégicas.

4.8. Analises histomorfologicas

Amostras obtidas durante a inducéo da embriogénese somatica obtida de
forma direta foram coletadas e fixadas em solu¢céo aquosa contendo glutaraldeido
(Sigma-Aldrich; 2,5%) e formaldeido (Sigma-Aldrich; 4,0%) em tamp&o fosfato 0,1
M (Sigma-Aldrich; pH 7,2), sob temperatura ambiente, durante 24 h. Em seguida,
as amostras foram submetidas a desidratacdo em séries etandlicas crescentes
(30%, 50%, 70%, 90% e 100%), infiltradas em metacrilato (historesina; Leica,
Wetzlar, Alemanha) e etanol 100% (1:1; v/v) por 12 h, seguido de resina 100% por
24 h. Em seguida, as amostras foram emblocadas em historesina. Seccoes (5a 7
pm) foram obtidas em microtomo (Leica, Wetzlar, Alemanha), montadas em
laminas (Sail Brand, Zhejiang, China), coradas com solucdo de azul de toluidina
(Synth; 1%), e observadas em microscépio 6ptico (Carl Zeiss®, Jena, Alemanha).
As seccbes foram observadas em microscépio Axiolmager M2 (Carl Zeiss®, Jena,
Alemanha) com o programa AxioVision 4.8 (Carl Zeiss®, Jena, Alemanha) e
fotografados com camera AxioCam MR3 (Carl Zeiss®, Jena, Alemanha) acoplada

ao equipamento.
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4.9 Andlise estatistica dos dados

Para a analise dos dados, primeiramente foram verificadas as
pressuposi¢cdes de normalidade e homogeneidade de variancias dos tratamentos
pelos testes de Shapiro Wilk e Bartlet, respectivamente. Em seguida, os dados
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e a separacdo de médias pelo
teste de Student-Newman-Keuls (SNK) a 5% de probabilidade. Os parametros
foram analisados com o auxilio do programa R® versdo 3.4.4 (R Development

Core Team, 2018) e o pacote easyanova (Arnhold, 2003).
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5. RESULTADOS

5.1 Comprimento, MF e MS, e contetdo de PAs durante o desenvolvimento das
sementes de P. echinata

As sementes coletadas com 4 SAF foram as que apresentaram menor
comprimento comparativamente as de 6 e 8 SAF. As sementes imaturas
coletadas com 6 SAF tiveram maior comprimento, seguido das sementes
coletadas com 8 SAF (Figura 3A).

As sementes imaturas com 4 SAF apresentaram menor MF e MS,
comparativamente as sementes imaturas com 6 SAF e as sementes com 8 SAF,
maduras dispersas (Figuras 3B e 3C). J4 as sementes imaturas coletadas com 6

SAF apresentaram os maiores valores de MF e MS (Figuras 3B e 3C).
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Figura 3: Comprimento (A), matéria fresca (B) e matéria seca (C) das sementes imaturas com 4 e
6 SAF e sementes maduras dispersas com 8 SAF de P. echinata. Letras diferentes denotam
diferengas estatisticas significativas entre si de acordo com o teste SNK (P < 0,05). CV =
coeficiente de variagdo (n = 5; CV comprimento = 3,54%; CV matéria fresca = 4,75%; CV matéria
seca = 22,62%).

O conteudo de Put foi maior na semente imatura com 4 SAF, e
significativamente menor nas sementes imaturas com 6 SAF e madura dispersas
com 8 SAF (Figura 4A). Por outro lado, o contetdo de Spd e Spm livres foi
significativamente maior nas sementes com maior tempo de desenvolvimento, ou
seja, imaturas com 6 SAF e maduras com 8 SAF, comparativamente com a
semente mais imatura, com 4 SAF (Figura 4A). No entanto, o conteudo de PAs
livres totais ndo apresentou diferenca significativa entre os diferentes estadios de
desenvolvimento das sementes analisados (Figura 4B). A razdo Put/(Spd+Spm) foi
maior em sementes imaturas com 4 SAF, e significativamente menor nas
sementes mais desenvolvidas, ou seja a imatura com 6 SAF e madura com 8 SAF
(Figura 4C).
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Figura 4: Contetdo (ug.g”' MF) de Put (A), Spd (Spd) e Spm (C), PAs livres totais (D) e razéo
Put/(Spd+Spm) das PAs (E) em sementes imaturas com 4 e 6 SAF e sementes maduras dispersas
com 8 SAF de P. echinata. Letras diferentes denotam diferencas estatisticas significativas entre si
de acordo com o teste SNK (P < 0,05). CV = coeficiente de variagdo. MF = matéria fresca; CV =
coeficiente de variagédo (n = 3; CV Put = 13,76%, CV Spd = 12,29%, CV Spm = 12,64%, CV PAs
livres totais = 7,92%, CV razao = 28,2%).
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5.2. Efeito do desenvolvimento da semente na percentagem de germinacéao,

indice de velocidade de germinacao (IVG), MF e MS e conteudo de PAs

A germinacdo das sementes maduras colhidas apds a dispersdo com 8
SAF foi significativamente maior (77%) em comparacao as sementes com 6 SAF.
N&o houve germinacgdo nas sementes imaturas com 4 SAF e apenas 51% das
sementes imaturas com 6 SAF germinaram (Figura 5A).

Similarmente, o IVG foi significativamente maior nas sementes maduras

com 8 SAF comparativamente as sementes imaturas com 4 e 6 SAF (Figura 5B).
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Figura 5: Percentagem de germinacao (A) e indice de velocidade de germinacdo (IVG) (B) de
sementes imaturas com 4 e 6 SAF e sementes maduras dispersas com 8 SAF de P. echinata.
Letras diferentes denotam diferencas estatisticas significativas entre si de acordo com o teste SNK
(P <0,05). CV = coeficiente de variagdo (n =4; CV germinagéo = 16,97%; CV IVG = 15,15%).

As sementes imaturas ndo germinaram, portanto aos 8 dias a MF e MS foi
zero. As plantulas germinadas a partir de sementes imaturas com 6 SAF
apresentaram maior MF e MS em relagdo as maduras dispersas com 8 SAF. Isso
mostra que a reducdo da MF e MS sofrida pela semente no periodo de
desidratacdo tem influéncia também na MF e MS da plantula germinada (Figura
6).
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Figura 6: Matéria fresca (A) e matéria seca (g; B) das plantulas de P. echinata apos 8 dias de
incubacdo das sementes imaturas com 4 e 6 SAF e sementes maduras dispersas com 8 SAF.
Letras diferentes denotam diferencas estatisticas significativas entre si de acordo com o teste SNK
(P < 0,05). CV = coeficiente de variacdo (n = 5; CV matéria fresca = 7,47%, CV matéria seca =
7,64%).

O contetdo de PAs foi analisado durante o processo germinativo das

sementes de P. echinata, considerando horas apds a incubacdo para a
germinacdo. O conteudo de Put foi significativamente superior nas sementes
imaturas com 4 SAF no tempo O (antes de iniciar a inducdo da germinacéo),
seguido de reducéo significativa até as 24 h de germinacao, atingindo conteudos
similares com as demais sementes apo6s 96 h de germinacao (Figura 7A). Por
outro lado, o conteado de Put ndo variou significativamente entre as sementes
imaturas com 6 SAF e maduras com 8 SAF durante as 96 h de germinacéao,
sendo muito baixo (Figura 7A).

O conteudo de Spd livre foi significativamente maior em sementes
imaturas com 6 SAF e maduras com 8 SAF no tempo 0, os quais reduziram
significativamente até 96 h de germinacao (Figura 7B). Por outro lado, sementes
imaturas com 4 SAF apresentaram conteudos similares de Spd livre durante as 96
h de germinacdo, ndo diferindo significativamente entre si comparando o tempo
de germinacdo para esta semente (Figura 7B). Resultados semelhantes foram
observados em relagdo ao conteddo de Spm livre, que foi significativamente
menor nas sementes imaturas com 4 SAF e nao houve alteragdo significativa com
o decorrer do tempo de germinacdo. Por outro lado, nas sementes imaturas com
6 SAF e maduras dispersas foi observada uma reducéo significativa no conteudo

de Spm livre a partir de 6 h de germinacéo (Figura 7C).



27

O fato de ndo ter ocorrido germinag¢do nas sementes imaturas com 4 SAF
pode ser um indicativo de que Spd e Spm foram importantes no processo
germinativo nas sementes com 6 SAF, que possui maior maturidade fisioldgica
que as coletadas com 4 SAF, e nas sementes maduras com 8 SAF.

Reducdes significativas nos niveis de PAs livres totais foram verificadas
nas sementes nas trés condicdes de coleta (SAF) nas primeiras 6 h de
germinacao até as 96 h (Figura 8A).

A razdo Put/(Spd+Spm) foi maior em sementes imaturas com 4 SAF, uma
vez que estas apresentaram conteudo de Put superior as sementes coletadas
com 6 e 8 SAF. Assim como observado para o conteudo de Put, houve uma
reducdo dessa razdo apos 24 horas de germinacdo (Figura 8B). Por outro lado,
ndo foi observada diferenca estatistica significativa na razdo Put/(Spd+Spm) entre
as sementes coletadas apos 6 e 8 SAF (Figura 8B).



120
100

=

= 80

|

w60

[=11]

A

£ 40

By
20
0
100

o 80

=

n 60

=1/}

=11)

2 40

-

ﬁ-

“ 20
0
100

—~ 80

=

=

T 60

[=T)]

=11)

2 40

£

=

@ 20

28

04 o6 mg
Aa A
Ab
Ac
Ac
Ad
Biga | PaBs EL R -
0 6 12 24 96
B
Aa
Aa
Ab
Ba be Ac Abe ABec Ac B
Cal Ba Ba Ba ¢
0 6 12 24 96
Aa C
Aa
Ab Ab
Bb Ab
Be
Be
Ad
Ba Ac
Ca Ca Ca Ba
0 6 12 24 96

Tempo de germinacio (horas)

Figura 7: Contetdo (ug.g™* MF) de Put (A), Spd (B) e Spm (C) em sementes imaturas com 4 e 6
SAF e sementes maduras dispersas com 8 SAF de P. echinata antes (tempo 0) e apés 6, 12, 24 e
96 h de germinagédo. Letras mailsculas representam diferencas estatisticas significativas entre as
diferentes as sementes coletadas em diferentes SAFs no mesmo tempo de germinacdo (horas).
Letras mindsculas representam diferencas estatisticas significativas considerando a semente
coletada em cada SAF entre os diferentes tempos de inoculacdo. Letras diferentes denotam
diferengas estatisticas significativas entre si de acordo com o teste SNK (P < 0,05). MF = matéria
fresca; CV = coeficiente de variacdo (n = 3; CV Put = 40,71%, CV Spd = 13,18%, CV Spm =

14,14%)
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Figura 8: Contetido (ug.g™* MF) de PAs livres totais (A) e razdo Put/(Spd+Spm) das PAs (B) em
sementes imaturas com 4 e 6 SAF e sementes maduras dispersas com 8 SAF de P. echinata
antes (tempo 0) e apds 6, 12, 24 e 96 h de germinagdo. Letras mailUsculas representam diferencas
estatisticas significativas entre as diferentes as sementes coletadas em diferentes SAFs no
mesmo tempo de germinacdo (horas). Letras mindsculas representam diferencas estatisticas
significativas considerando a semente coletada em cada SAF entre os diferentes tempos de
inoculacgdo. Letras diferentes denotam diferencas estatisticas significativas entre si de acordo com
o teste SNK (P < 0,05). MF = matéria fresca; CV = coeficiente de variacdo (n = 3; CV PAs livres
totais = 15,44%, CV razéo = 30,17%)

5.3. Inducéo da embriogénese somatica

A presenca de 2,4 D no meio de cultura possibilitou a indugéo de calos
nas sementes imaturas de P. echinata, ndo sendo identificado o desenvolvimento
de calos a partir de sementes inoculadas em meio de cultura sem 2,4 D (Figura
9A). Além disso, nas sementes sem a presenca de 2,4 D foi observada a inducéao

da embriogénese somética direta, sem formacao de calos (Figura 9B).
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Figura 9: Porcentagem de inducdo de calos (A) e embriogénese somatica direta (B) a partir de
sementes imaturas de P. echinata apés 120 dias de inoculagdo em meio de cultura MS com 0 e 10
MM de 2,4 D. Letras diferentes denotam diferencas estatisticas significativas entre si de acordo
com o teste SNK (P < 0,05). CV = coeficiente de variacdo (n =5; CV inducéo de calos = 13,91%;
CV inducédo de embriogénese somética direta = 16,42%)

O uso de meio de cultura sem a adicéo de 2,4-D possibilitou a inducdo da
embriogénese somatica sem a formacao de calo evidente (Figuras 10A a 10D), e
sugere que a inducao tenha ocorrido de forma direta, permitindo a observacao de
embrides somaticos em diferentes estadios de desenvolvimento (Figuras 10A a
10D) formados diretamente sobre o explante utilizado. Por outro lado, a adi¢do de
2,4-D promoveu a formacao de calos, os quais apresentam diferente friabilidade e
coloracao, como branca (Figura 10E), bege (Figura 10F), marrom (Figura 10G) e
marrom-escuro (Figura 10H).

Os embrides formados desenvolveram-se em embrides somaticos

globulares, cordiforme, torpedo e cotiledonar (Figuras 11A a 11D).
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Figura 10: Aspectos morfolégicos da inducao de embriogénese somatica direta (A a D) e de calos
(E a H) obtidos a partir de sementes imaturas. Escala =1 mm

Figura 11: Aspectos morfoldgicos de embribes sométicos no estadio globular (A), cordiforme (B),
torpedo (C) e cotiledonar (D) obtidos pela embriogénese somatica direta. Escala = 0,5 mm

A analise histolégica dos embrides nos estadios globular e cotiledonar
revelou a formacao dos embrides a partir das células da epiderme do explante, e
sem ligacdo vascular com o explante. Os embries sométicos no estadio globular
apresentaram-se bem definidos e com uma estreita conexdo basal com o
explante. A andlise histologica revelou que embribes somaticos no estadio
cotiledonar apresentam meristemas apical e radicular, cotilédones, e feixes

vasculares (Figura 12).
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Figura 12: Aspectos histolégicos de embrides somaticos no estadio globular (A) e cotiledonar (B)
obtidos via embriogénese somatica direta em P. echinata. EG — Embrido globular, EX — Explante,
CO - Cotilédone, FV — Feixes vasculares, MA — Meristema apical, MR — Meristema radicular.

Barra: 500 pm.
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6. DISCUSSAO

Os maiores valores de comprimento, MF e MS foram observados nas
sementes de P. echinata coletadas com 6 SAF, as quais possuem maior
maturidade comparativamente as sementes com 4 SAF. De acordo com o padrao
de crescimento descrito por Carvalho e Nakagawa (2000) e Marcos Filho (2005),
de maneira geral, as sementes aumentam de tamanho rapidamente, atingindo o
maximo em um periodo de tempo curto, resultado da multiplicacdo e
desenvolvimento das células constituintes do eixo embrionario e dos tecidos de
reserva. O tamanho maximo atingido pelas sementes € mantido por certo tempo,
e no final do desenvolvimento pode haver uma reducéo do tamanho, devido ao
processo de desidratacdo. Essa reducdo no tamanho pode ser observada em P.
echinata, cujo comprimento foi menor em sementes maduras e dispersas (com 8
SAF) comparativamente com sementes imaturas com 6 SAF. De acordo com
Carvalho e Nakagawa (2000) e Marcos Filho (2005) resposta similar ao do
tamanho pode ocorrer em relacdo a MF e MS, cujos valores maximos s&o
mantidos por um tempo, podendo no final desse periodo sofrer um decréscimo,
devido as perdas por meio do processo de desidratacdo e respiracdo das
sementes. Em P. echinata foi possivel verificar este decréscimo na MF e MS em
sementes maduras dispersas (8 SAF) comparativamente as sementes imaturas
com 6 SAF. Resultados semelhantes relativos ao tamanho da semente e da MS
foram obtidos também em sementes de Mimosa caesalpiniifolia (Alves et al.,

2005) e Luehea grandiflora (Marini et al., 2012). No entanto, essa redugcao do
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tamanho das sementes depende da espécie e do grau de desidratacdo
encontrado no final do desenvolvimento das sementes (Marcos Filho, 2005). Em
Luehea divaricata, por exemplo, foram mostradas diferengas significativas no
tamanho entre as sementes coletadas em diferentes estadios de maturagédo
(Schulz et al., 2017).

Em plantas as PAs regulam diversos processos de desenvolvimento,
incluindo a diviséo, crescimento e diferenciacdo celular, estando relacionadas ao
desenvolvimento embrionario zigético (Minocha et al., 1999). O presente estudo
identificou que a Put foi a PA livre predominante nas sementes imaturas com 4
SAF, enquanto nas sementes mais desenvolvidas, com 6 e 8 SAF houve um
aumento no conteudo de Spd e Spm e uma diminuicdo no conteudo de Put,
sugerindo que a Put tenha sido convertida em Spd e Spm durante o periodo de
desenvolvimento e maturacdo das sementes de P. echinata. A Put € um produto
central das vias de biossintese de PAs na planta, sendo a precursora para a
producao de Spd e Spm (Bouchereau et al., 1999). Os resultados obtidos também
sugerem um papel relevante da Put no inicio do desenvolvimento das sementes,
quando ocorre alta taxa de divisdo celular. A Put € uma PA importante para a
transicdo das fases G1/S e G2/M do ciclo celular (Maki et al., 1991). Por outro
lado, conteldos maiores de Spd e Spm foram observados no final do
desenvolvimento das sementes, quando o crescimento se da em grande parte
devido ao alongamento celular e acimulo de reservas decorrentes da maturacao
da semente sugerindo um papel relevante destas PAs nas etapas da maturacéo e
dessecacao. Resultados semelhantes para o contetdo de Spd e Spm observados
para P. echinata foram relatados para outras espécies, como A. angustifolia
(Astarita et al., 2003), Z. mays (Cao et al., 2010), O. catharinensis (Santa-Catarina
et al., 2006) e O. sativa (Van den Broeck et al.,1994).

Os maiores valores da razdo Put/(Spd + Spm) foram encontrados nas
sementes imaturas com 4 SAF devido ao alto teor de Put em relacdo a Spd e
Spm. Este resultado esta de acordo com relatos observados em outras espécies
arboreas, como em A. augustifolia (de Oliveira et al., 2017), P. radiata (Minocha et
al.,, 1999), P. taeda (Silveira et al., 2004) e P. sylvestris (Vuosku et al.,
2006). Essa razdo das PAs pode ser considerada um marcador bioquimico do
estadio de desenvolvimento (Astarita et al., 2003; Silveira et al., 2004). Os altos

conteldos de Spd e Spm nas sementes mais desenvolvidas também foram
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refletidos em uma reducao na razao Put/(Spd + Spm), com relevancia nas etapas
finais do desenvolvimento de sementes (Astarita et al., 2003; Santa-Catarina et
al., 2006), possivelmente associadas com a tolerancia a desidratagdo e na
manutencdo das sementes viaveis para a germinacao.

No presente estudo ndo houve germinacao nas sementes imaturas com 4
SAF, uma vez que as sementes ainda estavam pouco desenvolvidas, sendo
necessario a ocorréncia da maturacdo das sementes e com isso, possam
germinar. Resultado similar foi relatado por Araujo e Barbedo (2017) trabalhando
com a mesma espécie. Além disso, houve um aumento progressivo na
porcentagem de germinacao e IVG com o avanco da maturacdo da semente em
P. echinata, ou seja, nas sementes imaturas com 6 SAF, e 0s maiores valores
ocorreram nas sementes maduras dispersas (com 8 SAF). Resultados
semelhantes foram encontrados em Nicotiana tabacum (Andrade et al., 2018) e
Solanum melongena (Passam et al., 2010).

Durante o processo germinativo tem sido avaliado o perfil de PAs em
algumas espécies, incluindo arbéreas como C. fissilis (Aragdo et al., 2015), A.
angustifolia e O. odorifera (Pieruzzi et al., 2011), Plathymenia foliosa e Dalbergia
nigra (Rios et al., 2015). No presente estudo foi observado que o conteudo de PAs
totais € maior no inicio da germinacdo, reduzindo ao longo do processo
germinativo. Resultados similares foram observados em Brassica rapa, sendo
mostrado que o conteudo de PAs livres totais € maior no inicio da germinagéo,
durante o periodo de embebicdo, e ha uma reducdo desse conteddo apos a
protusdo da radicula (Puga-Hermida et al.,, 2006). Verificou-se conteudo
significativamente maior de Put nas sementes imaturas com 4 SAF quando
comparado as outras sementes, sugerindo que esta PA, embora esteja
relacionada ao desenvolvimento inicial das sementes de P. echinata, ndo esta
diretamente relacionada ao processo germinativo, uma vez que as sementes
nesse periodo de coleta (4 SAF) ndo germinaram. Por outro lado, as PAs Spd e
Spm, observadas em maior conteudo na fase final do desenvolvimento das
sementes, podem ser determinantes para 0 processo germinativo, uma vez que
as sementes imaturas com 6 SAF e maduras com 8 SAF apresentaram
germinacdo. Resultados similares também foram observados durante a

germinacao de outras espécies, como C. fissilis (Aragao et al., 2015).
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O meio de cultura exerce forte efeito na embriogénese somética, e 0 uso
de reguladores de crescimento, especialmente as auxinas, sao fatores-chave para
a aquisicdo de competéncia embriogénica devido ao seu papel na regulacdo do
ciclo celular e na divisdo celular (Francis e Sorrell, 2001; Fehér et al.,
2003; Gaj, 2004). Dentre as auxinas, o0 2,4-D é a mais amplamente utilizada devido
a sua eficacia na promocédo do estabelecimento e da proliferacdo de culturas
embriogénicas, sendo geralmente metabolizado mais lentamente pelas células
guando comparado a outras auxinas (von Arnold et al., 2002; Fehér, 2015). Em
algumas espécies de plantas, 2,4-D foi considerado a auxina mais eficaz para a
embriogénese somatica como em Brassica campestris (Choi et al.,, 1998)
e Arabidopsis thaliana (Gaj, 2001; Pillon et al., 1996).

No presente estudo verificou-se que a adicdo de 2,4-D promoveu a
inducdo de calos com diferentes texturas e coloragbes. Estes resultados sao
similiares aos observados anteriormente por Rangel (2018). Estudos iniciais
realizados por Rangel (2018) mostraram que a adicdo de 2,4-D é fundamental
para a inducado de calos em P. echinata. Dentre os calos obtidos, os de coloracéo
marrom apresentavam ceélulas com caracteristicas meristematicas, ou seja,
citoplasma denso, regiées predominantemente heterocromaticas e nucleo evidente
(Rangel, 2018), sendo a presenca destas células importante para que ocorra a
evolucdo morfologica durante o processo da embriogénese somética. Este tipo de
calo quando submetido ao tratamento com ABA (25 uM), possibilitou a obtencgao
de embries somaticos em estadios iniciais de desenvolvimento aos 180 dias de
inducéo de maturacdo em P. echinata (Rangel, 2018).

Em algumas espécies lenhosas, a embriogénese direta tem sido relatada
usando tecidos juvenis e imaturos como explantes. Esse tipo de embriogénese
ocorre a partir de células determinadas pré-embriogénicas (PEDCs), nas quais o
explante esta proximo ao estado embrionario e pode ser facilmente induzido a
seguir a via embriogénica (Wiliams e Maheshwaran, 1986). No presente estudo
verificou-se que sementes imaturas coletadas com 3 SAF possibilitou a obtencéo
de embrides sométicos de forma direta, em varios estadios de desenvolvimento,
do globular ao cotiledonar, sem o uso de 2,4-D. A embriogénese somatica em
meio livre de reguladores de crescimento vegetal ndo € muito comum,
considerando que os reguladores séo utilizados para indugcdo da embriogénese
somatica na maior parte dos protocolos publicados (Gaj, 2004). No entanto, em
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algumas espécies arbdreas, como Araucaria angustifolia, também foi possivel
induzir e estabelecer as culturas embriogénicas em meio de cultura livre de
reguladores de crescimento (Santos et al., 2002).

Estes resultados sdo inéditos para esta espécie. No entanto, a
percentagem de inducdo da embriogénese somatica em meio de cultura sem 2,4-

D é baixa, sendo necessario aprimorar esta etapa do processo.
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7. CONCLUSOES

Os maiores valores de comprimento, MF e MS foram observados nas
sementes de P. echinata coletadas com 6 SAF, as quais possuem maior
maturidade comparativamente as de 4 SAF. No final do desenvolvimento
das sementes (8 SAF) ocorre uma reducdo do tamanho, devido ao
periodo de desidratacao.

A Put foi a PA livre predominante nas sementes imaturas com 4 SAF,
enguanto nas sementes mais desenvolvidas, com 6 e 8 SAF, houve um
aumento no contetdo de Spd e Spm e uma diminuicdo no conteddo de
Put. Além disso, foi observado que o contetddo de PAs totais € maior no
inicio da germinacdo, principalmente devido ao maior conteido de Put
nas sementes imaturas com 4 SAF quando comparados as outras
sementes. As PAs Spd e Spm podem estar relacionadas com 0 processo
germinativo, uma vez que estdo presentes em maior quantidade nas
sementes imaturas com 6 SAF e maduras com 8 SAF, quando ha
germinacao.

A inducdo da embriogénese somatica direta foi possivel em meio de
cultura sem a presenca de 2,4-D, sendo necessario aumentar a taxa de
inducdo. A adicdo de 2,4-D promoveu a formagao de calos com diferente

friabilidade e coloracdo, entretanto, sem formar embrides.
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