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RESUMO

ARAGAO, Victor Paulo Mesquita. M.Sc. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Abril de 2013. Alteracdes bioquimicas durante a
germinacdo e desenvolvimento de brotacdes in vitro em Cedrela fissilis Vell.
(Meliaceae). Orientadora: Dr2. Claudete Santa Catarina.

O objetivo deste trabalho foi estudar os niveis e mobilizacdo de aminoéacidos,
carboidratos e poliaminas (PAs) durante a germinacdo de sementes e
desenvolvimento de brotacdes in vitro em Cedrela fissilis. Sementes foram
germinadas em placas de Petri sob condicdes controladas. Amostras para
determinacdo da curva de embebicdo e andlises bioquimicas foram coletadas
antes da incubacao (tempo 0) e ap6s 2, 5, 7, 10 e 17 dias de embebicdo. Para a
organogénese, explantes nodais apicais e nodais cotiledonares obtidos de
plantulas germinadas in vitro foram inoculados em meio de cultura MS (Murashige
e Skoog) na auséncia (0 UM - controle) e presenca (2,5 uM) de 6-benziladenina
(BA). Amostras para as analises bioguimicas foram coletadas antes da inoculacao
(tempo 0) e apos 3, 6, 10, 20 e 30 dias de incubacédo. Aos 30 dias foram
analisados o crescimento por meio da taxa de inducdo (%), numero e
comprimento das brotagdes. Os conteudos de aminoacidos, carboidratos e PAs
foram determinados por cromatografia liquida de alta performance (HPLC).

Durante a germinacao, verificou-se que sementes de C. fissilis apresentaram um
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modelo trifasico de absorcdo de agua. Verificaram-se alteragbes no conteudo e
tipo de aminoacidos, carboidratos, PAs e no conteldo de proteinas durante as
diferentes fases da germinacdo, demonstrando o envolvimento destas
biomoléculas neste processo. O conteudo de aminoacidos aumentou enquanto
proteinas diminuiram durante o evento germinativo, sendo a treonina observada
em maior quantidade. As concentracdes de carboidratos diminuiram durante o
processo germinativo, sendo a sacarose predominante durante todo o evento.
N&o foi observado monossacarideos no processo germinativo, enquanto na
plantula, no 17° dia, verificou-se frutose, glicose e sacarose, sendo estes em
maior concentracdo na parte aérea comparativamente a radicular. As
concentracfes de PAs totais decresceram durante todo o evento germinativo,
sendo a espermidina (Spd) encontrada em maior concentracdo. Nas plantulas, no
17° dia, foi observado um aumento significativo de putrescina (Put) e Spd e um
decréscimo acentuado de espermina (Spm) na parte aérea. Na organogénese,
explantes nodais apical e cotiledonar mostraram uma alta taxa de inducédo de
brotacBes in vitro, com valores superiores a 94%. Maior nUmero de brotos por
explantes foi obtido nos tratamentos com BA para ambos os explantes, enquanto
segmentos nodais cotiledonares incubados com BA apresentaram maior
comprimento das brotacfes. Foram detectados frutose, glicose e sacarose
durante toda a conducdo do experimento para todos os tratamentos. Durante o
desenvolvimento de brotagbes frutose e glicose exibiram um perfil similar.
Observou-se reducéo na concentracdo de sacarose ao final do cultivo parecendo
ser um carboidrato essencialmente fornecedor de frutose e glicose necessarias a
inducdo e crescimento das brotacdes. Verificou-se uma variacdo no contetdo de
Put, Spd e Spm nos diferentes tempos e tratamentos, sendo a Put observada em
maior concentracdo. A razao e o conteudo de PAs totais aumentaram no final do
cultivo, indicando uma maior participagdo de PAs neste estadio de

desenvolvimento.

Palavras-chave: biotecnologia, organogénese, aminoacidos, carboidratos,

poliaminas.



ABSTRACT

ARAGAO, Victor Paulo Mesquita. M.Sc. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. April, 2013. Biochemical changes during germination
and development of shoots in vitro in Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae) Advisor: Dr2.
Claudete Santa Catarina.

The objective of this work was to study the levels and the mobilization of amino
acids, carbohydrates and polyamines (PAs) during seed germination and in vitro
shoot development in Cedrela fissilis. Seeds were germinated in Petri dishes
under controlled conditions. Samples to determine the imbibition curve and
biochemical analyses were collected before incubation (time 0) and after 2, 5, 7,
10 and 17 days of imbibition. For the organogenesis, apical nodal explants and
cotyledonary nodal ones, obtained from in vitro germinated seedlings were
inoculated in MS culture medium in the absence (0 uM - control) and presence
(2.5 pM) of 6-benzyladenine (BA). Samples for biochemical analysis were
collected before inoculation (time 0) and after 3, 6, 10, 20 and 30 days of
incubation. At 30 days, the growth rate (%), number and length of shoots were
analyzed. The content of amino acids, carbohydrates and PAs were determined by
high performance liquid chromatography (HPLC). During the germination period,
seeds of C. fissilis presented a triphasic pattern of water absorption. There were
changes in the content and type of amino acids, of carbohydrates, of PAs and in

the protein content during the different stages of germination, which suggests the
X



involvement of these biomolecules in this process. The amino acid content
increased while the amount of proteins decreased during the germination event,
being threonine observed in a higher quantity. The carbohydrate concentrations
decreased during the germination process, being sucrose predominant during the
event. Monosaccharides were not observed during the germination process; in the
seedlings, at the 17™ day, fructose, glucose and sucrose were found, which were
more concentrated in the plant stem than in the roots. Concentrations of total PAs
decreased during the germination event, being spermidine (Spd) found in higher
concentrations. In seedlings, at the 17" day, there was a significant increase of
putrescine (Put) and Spd and a marked decrease of spermine (Spm) in the plant
stem. In organogenesis, apical and cotyledonary nodal explants showed a high
rate of in vitro shooting induction, with amounts greater than 94%. A higher
number of shoots/explant was obtained in treatments with BA in both explants,
while cotyledonary nodal segments incubated with BA showed greater length in
shoots. Fructose, glucose and sucrose were detected during all the days of
cultivation for all treatments. Fructose and glucose showed a similar profile during
development of shoot. Sucrose decreased its concentration at the end of
cultivation, appearing to be essentially a carbohydrate supplier of fructose and
glucose needed for induction and growth of shoot. There was a variation of
contents of Put, Spd and Spm at different times and treatments, being Put the one
observed in higher concentration. The ratio and content of total PAs increased at
the end of cultivation, indicating greater participation of these PAs in this stage of

development.

Keyword: biotechnology, organogenesis, amino acids, carbohydrates,

polyamines.
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1. INTRODUCAO

A Mata Atlantica, localizada na Costa Atlantica desde o Rio Grande do
Norte até o Rio Grande do Sul (Peixoto et al., 2004) apresenta grandes variacfes
no relevo, regime de chuvas e unidades fitogeogréficas, as quais contribuem para
sua grande biodiversidade (Pinto et al., 1997; Oliveira-Filho e Fontes, 2000).
Vérios fatores como processos de devastacdo causados pela ocupacdo territorial
e exploracdo desordenada dos recursos naturais contribuiram para que a Mata
Atlantica se tornasse um dos ecossistemas com maiores riscos de extincdo do
mundo (Dean, 1996; Myers et al., 2000; Pinto et al.,2006). O pouco conhecimento
acerca da biodiversidade biolégica deste bioma representa um dos obstaculos
para sua preservacao, sendo fundamental seu estudo, em especial das espécies
vegetais que encontram-se em risco de extingao.

Varias sao as espécies vegetais ameacadas de extincdo, destacando-se
as espécies arboéreas nativas da Mata Atlantica como Cedrela fissilis. Esta
espécie, conhecida popularmente como cedro rosa, pertence a familia Meliaceae,
possui uma altura de 10 a 25 metros quando adulta, madeira variando de leve a
moderadamente densa, sendo uma planta decidua, heliéfita no estagio adulto e
escidfita no estadio juvenil de ocorréncia principalmente em solos Umidos e
profundos (Carvalho, 2003). C. fissilis apresenta fruto com capsula piriforme

deiscente, e as sementes sao classificadas como ortodoxas, porém estas perdem



gradativamente a viabilidade em condicdbes ambientais de baixa umidade
(Carvalho, 2003). Devido a acgdo antrépica, principalmente por causa da
exploracdo da madeira, a espécie encontra-se ameacada de extincdo na
categoria em perigo (IUCN, 2010).

A germinacdo da semente € um passo crucial para a vida da planta, pois
este processo de propagacdo possibilita a manutencdo da diversidade genética
das populacdes (Rojas-Aréchiga e Vasquez-Yanes, 2000), permitindo a selecéo
de gendtipos superiores que possam ser usados em programas de melhoramento
para fins comerciais e também para a producdo de mudas para reflorestamento
de éareas degradadas. Por C. fissilis encontra-se ameacada de extin¢do, é
importante a compreensdo dos requisitos basicos necessarios para sua
germinacao. Assim, o estudo da germinacdo no sentido de identificar fatores que
afetam o desenvolvimento inicial do embrido e que identifiguem fatores
bioguimicos ligados a promocdo da germinacdo pode ser uma via alternativa
eficaz na propagacédo de C. fissilis, pois poucos sdo os estudos no sentido de
identificar compostos diretamente relacionados a promocdo da germinacao,
principalmente em arbéreas.

Outra forma de propagacdo para a espécie pode ser por
micropropagacao, uma técnica da cultura de tecidos que vem sendo amplamente
empregada na producdo comercial de plantas. Esta técnica torna-se importante
para a conservacao de espécies ameacadas, pois permite a propagacao em larga
escala, em especial as de interesse economico. Portanto, pode ser uma via
alternativa para producdo de mudas de espécies arboreas ameacadas ou que
naturalmente tenham dificuldades de estabelecimento por via seminifera ou
propagacio vegetativa convencional. E sabido que os processos de regulagio
dos estagios iniciais da organogénese sdo comandados por eventos que
envolvem a sinalizagdo celular (Duclerq et al.,, 2011). Estes eventos séo
influenciados pelo tipo de explante, fatores bioguimicos, como os hormdnios,
dentre outros (Sangwan et al., 1997; Kalani et al.,, 2009). Entretanto, os
mecanismos envolvidos na capacidade que as células vegetais tém de
regeneracao in vitro e que levam a formacdo de uma nova planta ainda ndo sao

totalmente conhecidos, sendo necessarios estudos para identificacdo de



compostos, como carboidratos e poliaminas (PAs), diretamente relacionados a
promocdo do desenvolvimento das brotacdes. Neste sentido, estes estudos
podem ser importantes no estabelecimento ou otimizacdo de protocolos de
regeneracao in vitro.

O envolvimento de biomoléculas como amino&cidos, carboidratos e PAs
durante a germinacdo de sementes e desenvolvimento de brotaces in vitro,
durante a micropropagacéao, ainda € pouco investigado em arbodreas. Os niveis e
mobilizacdo destas biomoléculas sao variados durante estes processos (Santa-
Catarina et al., 2006; Corte et al., 2006; Dias et al., 2009; Pieruzzi et al., 2011).

Os aminoacidos séo fontes de nitrogénio para a planta em formacao, e
apresentam niveis variados ao longo do desenvolvimento embrionéario (Santa-
Catarina et al., 2006). Os carboidratos sdo uma das principais substancias de
reserva nas sementes, sendo mobilizados durante a germinacdo e
desenvolvimento inicial de plantulas (Corte et al., 2006). Durante o processo de
micropropagacao eles também sdo mobilizados para a formacgéo de novos brotos,
pois sdo fonte de energia para 0s processos metabdlicos. Durante o
desenvolvimento embrionério e a germinacdo de sementes os niveis de PAs tém
sido relatados como importantes nestes processos morfogenéticos (Silveira et al.,
2004; Dias et al., 2009; Pieruzzi et al., 2011). Estas moléculas parecem ser
reguladas por processos analogos aos dos reguladores de crescimento vegetal
(Handa e Mattoo, 2010), sendo seu metabolismo ainda pouco estudado em
arboreas. Na morfogénese in vitro, o balanco entre os niveis de PAs parece ser
importante no sentido de promover o desenvolvimento de brotacfes (Francisco et
al., 2008).

Desta forma, o estudo destes compostos € importante, podendo fornecer
informacgdes relevantes a cerca de suas fungbes tanto no evento germinativo
guanto nos eventos morfogenéticos que levam a formacgéao de novos brotos.

O conhecimento acerca dos processos fisiolégicos e bioquimicos durante
0 evento germinativo € indispensavel no sentido de identificar fatores que afetam
diretamente o desenvolvimento inicial do embrido. Também, a utilizacdo de
técnicas biotecnoldgicas, como a cultura de tecidos, pelo método de

micropropagac¢do como ferramenta para identificar fatores bioquimicos ligados a



promocdo da regeneracdo in vitro, pode ser uma via alternativa eficaz na
propagacédo de C. fissilis. Estes estudos sdo importantes para a conservacao de
plantas com potencial econémico, podendo também, ser aplicados na producéo
de mudas para programas de reflorestamento e restauracdo de areas
degradadas, bem como em programas de conservacdo de germoplasma de
espécies arboreas.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi estudar os niveis de
aminoacidos, carboidratos, PAs e proteinas durante a germinacdo e de
carboidratos e PAs durante o desenvolvimento de brotacfes in vitro em C. fissilis,
visando o entendimento da composi¢cdo e mobilizacdo destas biomoléculas

envolvidas nestes processos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Mata Atlantica

Os ecossistemas terrestres, principalmente as florestas tropicais,
possuem uma alta biodiversidade, que tem sido ameacada principalmente pelo
desmatamento, levando a perda de habitats e fragmentacdo de seus territérios
(Mittermeier et al., 2005). Dentre os biomas mais ameagados de extingdo
encontra-se a Mata Atlantica, na qual a maioria de seus ecossistemas encontra-
se em remanescentes pequenos com fortes alteracdes na sua vegetacao
(Fonseca et al., 2005; Mittermeier et al., 2005). Devido a sua riqueza bioldgica,
endemismo, intensa degradacdo ambiental e niveis de ameaca, a Mata Atlantica
foi apontada como um dos hotspots mundiais (Fig.1), ou seja, uma das
prioridades para a conservacédo da biodiversidade em todo o mundo (Myers et al.,
2000).
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Figura 1: Mapa da localizacdo dos 34 hotspots ambientais. Fonte: International Union for
Conservation of Nature. Acesso em 16 de marco de 2012.

As estimativas indicam que este bioma possui, aproximadamente 20.000
espécies de plantas vasculares, e destas, estima-se que aproximadamente 6.000
sejam endémicas (SOS Mata Atlantica, 2009), sendo apontada como uma das
florestas com os maiores indices de riqgueza de plantas arbéreas do mundo
(Thomas et al., 1998). Sua area de cobertura inclui em seu dominio a Floresta
Ombrdfila Densa (FOD), Floresta Ombrdfila Mista (FOM), Floresta Ombrdfila
Aberta (FOA), Floresta Estacional Semidecidual (FES), Floresta Estacional
Decidual (FED) dentre outras feicbes (Fundacdo SOS Mata Atlantica, 2010).
Atualmente, restam apenas 7,9 % de remanescentes florestais acima de 100
hectares. Somados, todos os 232.939 fragmentos de floresta nativa acima de trés
hectares totalizam 11,4 % do bioma original, ou 147.018 km? (Fig. 2) (Fundacéao
SOS Mata Atlantica, 2010).



Cobertura Florestal 2010
Desmatamento 2008-2010

Area da Mata Atlantica

~ Estados Avaliados 2008-
2010

Figura 2: Mapas do dominio da Mata Atlantica mostrando a cobertura florestal original (A) e a
cobertura florestal em 2010 (B). Adaptado de Atlas dos remanescentes da Mata Atlantica periodo
2008-2010. Fonte: SOS Mata Atlantica (2010).

No Estado do Rio de Janeiro, a Mata Atlantica exibe as fisionomias
vegetais originais de FOD, FES, formacdes pioneiras e areas de contato (SOS
Mata Atlantica, 2012). No passado, a Mata Atlantica cobria 100 % da area do
Estado do Rio de Janeiro, atualmente encontra-se restrita a menos de 20 % (SOS
Mata Atlantica, 2011). Na regido Centro-Norte Fluminense durante séculos a Mata
Atlantica sofreu perturbacées em seu dominio natural, sendo estas, intensificadas
nas Ultimas décadas, através da extracdo madeireira ou da substituicdo de suas
florestas por areas agricolas (Dean, 1996; Villela et al., 2006).

Aliados aos fatores antropicos, a falta de conhecimento sobre a biologia
reprodutiva e fisiologia do desenvolvimento, a floracdo esporadica e a baixa
viabilidade das sementes de algumas espécies, representam obstaculos para a

regeneracao natural e produgdo de mudas para programas de reflorestamento



neste bioma. O crescimento lento de varias espécies nativas brasileiras € outro
fator limitante a propagacdo comercial em viveiros (Carvalho, 1998). Assim,
programas de conservacao tém sido estabelecidos para um numero reduzido de

espécies nativas.

2.2. Espécie de estudo

A espécie C. fissilis, conhecida popularmente pelo nome de cedro rosa, é
uma arbdrea nativa da Mata Atlantica pertencente a familia Meliaceae. Segundo
Carvalho (2003), a espécie ocorre do Rio Grande do Sul até Minas Gerais,
estando presente com mais frequéncia na FOD Submontana (Floresta Atlantica),
nas formacdes Montana e Submontana e FOD (Floresta Amazbnica), porém

ocorre em menor intensidade em todas as regiées do pais (Fig. 3).
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Figura 3: Mapa da distribuicdo de C. fissilis no Brasil. Os pontos verdes indicam os locais de
ocorréncia natural de C. fissilis. Fonte: Carvalho (2003).



C. fissilis inicia seu processo reprodutivo entre dez e quinze anos de
idade, e o florescimento acontece normalmente entre os meses de agosto e
setembro. O amadurecimento dos frutos ocorre entre abril e agosto na maioria
dos estados de ocorréncia, e a dispersdo de suas sementes se da pela queda no
solo, dentro do fruto ou pela acdo dispersante do vento (Carvalho, 2003). As
sementes exibem poder germinativo de 35 % a 95 % com média de 60 %, sendo
estas ortodoxas, porém perdem gradativamente a viabilidade em condicdes
ambientais de baixa umidade (Carvalho, 2003). Este fato contribui para a
diminuicdo da taxa de regeneracéo natural e perda na viabilidade de sementes
usadas em programas de reflorestamento. Estudos com sementes de cedro rosa
demonstram que, quando armazenadas em condicfes ndo controladas, perdem
gradativamente a viabilidade e sugerem que a perda de sua viabilidade pode
estar diretamente associada a condi¢cdes de umidade, temperatura e ataque de
patbgenos (Amaral e Nakagawa, 1989; Martins e Lago, 2008; Cherobini et al.,
2008). Tais condicbes podem interferir em processos bioquimicos diretamente
envolvidos na germinacéo (Martins e Lago, 2008).

Dentre as espécies florestais, C. fissilis € uma espécie fornecedora de
madeira nobre, estando entre as mais exportadas no Brasil na década de 70
(Bruce, 1976). Entre outras utilidades, a espécie é usada para a fabricacdo de
moveis e na construcao civil em geral (Carvalho, 2003). Além disso, é produtora
de 6leo essencial com propriedades inseticidas e bactericidas (Carvalho, 1998;
Lago et al., 2004), sendo sua casca usada na medicina popular. A arvore é
bastante recomendada para programas de reflorestamento ambiental em sua
area de ocorréncia natural (Martins e Lago, 2005).

Um dos problemas na cultura de cedro rosa € o atague de Hypsipyla
grandella, conhecida como broca do cedro. Este inseto ataca suas gemas apicais
por meio de perfuragfes feitas por suas larvas, quebrando a dominancia apical,
implicando no desenvolvimento de plantas jovens com muitos ramos laterais
deformados, o que prejudica o estabelecimento da planta no campo, podendo
levar o individuo a morte (Carvalho, 1998). Como estratégia natural de defesa, a
espécie ndo ocorre em formacfes homogéneas na mata (Fligliolia et al., 1988),

ficando geralmente restrita a uma média de um a sete individuos por ha nas
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florestas do Sul do Brasil (Carvalho, 2003). Deste modo, C. fissilis ocorre em
formacdes heterogéneas com uma baixa densidade populacional nos
remanescentes naturais, o que contribui para o desaparecimento rapido de
individuos adultos devido a acao antropica.

Devido a sua importancia econémica, a espécie encontra-se em risco de
extincdo na categoria em perigo, caracterizada por espécies que sofreram
reducdo de 50 % de individuos adultos nos ultimos dez anos ou que esta reducao

esta projetada para os proximos dez anos (IUCN, 2010).

2.3. Germinagéo de sementes

A germinacdo da semente é uma etapa fundamental no ciclo de vida da
planta, que se inicia com a absorcao de agua pela semente quiescente e termina
com a protrusdo da radicula e o alongamento do eixo embrionario (Bewley, 1997).

Durante o processo germinativo ocorrem Varios eventos importantes,
como embebicao, reativacdo do metabolismo, aumento na atividade respiratoria,
enzimatica, reparo de organelas, sintese de proteinas e &cidos nucleicos,
hidratacdo das proteinas, mudancas estruturais e alongamento celular, que de
modo integrado transformam a semente com baixo teor de 4gua e metabolismo
reduzido em uma semente com metabolismo vigoroso, culminando no
crescimento do embrido (Bewley e Black, 1994). Desta forma, uma série de
eventos fisicos, fisioldgicos, bioquimicos e morfoldégicos ocorre no sentido de
desenvolver o embrido em uma plantula (Borghetti, 2004; Ferreira e Borghetti,
2004; Marcos-filho, 2005).

Estudos destes eventos fisiolégicos e bioquimicos durante a germinacéo
podem ser efetivamente um ponto de partida para a utilizacdo e exploracdo de
forma racional das espécies nativas, especialmente aquelas ameacadas de
extingcdo, pois a bioquimica e fisiologia da reproducéo ainda sdo processos pouco
conhecidos para a maioria destas espécies.

Varios estudos tém sido desenvolvidos no sentido de identificar os
componentes bioquimicos e moleculares durante a germinacdo de sementes de
espécies arboreas nativas, especialmente associados com o0s niveis de PAs,

aminodacidos, acido abscisico e auxinas (Astarita et al., 2003a,b; Silveira et al.,
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2004a,b; Santa-Catarina et al., 2006; Balbuena et al., 2009; Cangahuala-Inocente
et al., 2009; Dias et al., 2009, 2010; Pieruzzi et al., 2011). Estes estudos mostram
a participacdo destes compostos em varias etapas durante o desenvolvimento e
germinacao de sementes. Entretanto, ndo ha relatos até o0 momento de estudos
dos aspectos bioquimicos destes compostos durante a germinacdo de sementes

em C. fissilis.

2.4. Micropropagacao

A cultura de tecidos consiste no cultivo de células, tecidos ou 6rgaos
vegetais em meio nutritivo apropriado e em condicfes assépticas e ambientais
controladas, permitindo a obtencdo de um grande numero de plantas em pouco
tempo e area reduzida, além de proporcionar plantas livres de doencas (Paiva e
Gomes, 1995; S&, 2001). Na cultura de tecidos sao cultivadas pequenas partes
de tecidos vegetais, chamados explantes. Estes sao isolados, desinfestados e
colocados em condicbes assépticas e controladas para a promocao do
desenvolvimento de calos, brotacdes dentre outros, que levardo a formacédo de
plantas completas, geneticamente idénticas a planta doadora (Torres et al., 2000).
Neste contexto, a cultura de tecidos € uma técnica com grande aplicacdo pratica
para a producdo de mudas de espécies florestais, tanto de interesse econémico
como ecoldgico.

Dentre as técnicas utilizadas na cultura de tecidos destaca-se a
micropropaga¢do como a mais popular e com aplicacdes praticas comprovadas
(Leon, 2010). Esta técnica vem sendo amplamente empregada na producao
comercial de plantas, permitindo a propagacdo em larga escala de espécies, em
especial aquelas de interesse econdmico. Ela também possibilita a rapida
propagacdo clonal de arvores selecionadas que podem ser utilizadas para a
conservacgao de germoplasma e producdo massal de mudas para fins ambientais.
A micropropagacdo é uma importante ferramenta por oferecer vantagens sobre os
meétodos tradicionais de propagacdo vegetativa, tais como estaquia,
proporcionando reducéo de custos e producéo de plantas livres de doencgas e ao
longo de todo o0 ano (Santana e Crepaldi, 1998; George, 2008).
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A organogénese € uma via de regeneracdo muito utilizada na
micropropagacao. E o processo pelo qual as células somaticas ou gemas axilares
pré-formadas séo induzidas a sofrerem mudancas que levardo a formacédo de
novas brotacdes e raizes que culminara no estabelecimento de uma nova planta
(Thorpe, 1994). Esta via de regeneracdo explora a competéncia celular das
células vegetais, que é o potencial que uma determinada célula tem de se
desenvolver em um tecido ou Orgdo particular. Este processo requer meio e
condicbes de cultivo ideais, bem como exposicdo a sinais enddégenos ou
exdgenos (Xavier et al., 2009). Porém, os mecanismos envolvidos na capacidade
que as ceélulas vegetais tém de regeneracao in vitro ainda ndo sdo totalmente
conhecidos.

O processo de organogénese in vitro é complexo, pois envolve multiplas
interacbes entre varios fatores, como a fonte de explante, meio de cultura e
condicbes de cultivo (George, 2008). Segundo Duclercq et al. (2011), os
processos de regulacdo dos estadios iniciais da organogénese sdo comandados
por eventos que envolvem a sinalizacdo celular, ocorrendo mudancas nas
substancias associadas a sinalizacdo e atividades de genes reguladores durante
a formagdo de brotos. Tradicionalmente, o desenvolvimento de brotacdes €&
induzido utilizando-se meio de cultura enriquecido com citocininas, combinadas
ou ndo com outros compostos, como auxinas e giberelinas (Nicioli et al., 2008).

Estudos iniciais mostraram o desenvolvimento de eficientes protocolos de
micropropagacao in vitro para C. fissilis usando explantes de origem caulinar
(Nunes et al.,, 2002; Amaral., 2006), bem como por meio da embriogénese
somatica (Vila et al., 2009). Entretanto, estudos bioquimicos que identifiguem os
niveis endoégenos de biomoléculas, como carboidratos e PAs, envolvidas no
desenvolvimento de brotacdes para esta espécie ainda ndo estdo descritos na
literatura. Tais estudos podem levar a compreensdo dos mecanismos de
formacao das novas brotacdes, melhorando a taxa de indugéo de brotacdes e

aumentando a eficiéncia dos protocolos de regeneragao para a especie.
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2.5. Alteracfes bioquimicas durante a germinacdo e desenvolvimento de
brotacdes in vitro

Durante a germinacdo de sementes e desenvolvimento de brotacdes in
vitro, varios sdo o0s compostos que apresentam funcbes importantes, como
aminoacidos, carboidratos e PAs. Entretanto, o papel destes compostos durante
estes eventos morfogenéticos ainda ndo estd completamente elucidado, e foi

realizado para um numero reduzido de espécies.

2.5.1. Aminoécidos

Os aminoacidos sdo moléculas essenciais para o desenvolvimento das
plantas, sendo as biomoléculas base para a sintese de proteinas, além de servir
como fonte de nitrogénio orgéanico para a sintese de uma grande variedade de
compostos, como, nucleotideos, clorofila, horménios e metabdlitos secundérios
(Tegeder, 2012).

A grande maioria das plantas consegue sintetizar todos os 20
aminoacidos proteicos, sendo eles derivados de intermediarios da glicolise
(serina, glicina, cisteina, alanina, valina, leucina e isoleucina), do ciclo do acido
citrico (aspartato, metionina, treonina, lisina, glutamina, prolina e arginina) e da via
das pentoses fosfato (histidina, triptofano, fenilalanina e tirosina) (Lehninger e
Cox, 2011) (Fig. 4).

Logo apds a sintese, os aminoacidos podem ser rapidamente usados no
metabolismo da planta, momentaneamente armazenados, ou ainda transportados
via floema para pontos onde serdo utilizados para o crescimento e
desenvolvimento dos tecidos vegetativos ou reprodutivos (Tegeder, 2012). Assim,
0os aminoacidos armazenados durante o desenvolvimento da semente sé&o
utilizados no processo de germinacado, servindo como nutrientes e substrato para
o desenvolvimento inicial da plantula até o autotrofismo (Santa-Catarina et al.,
2006; Dias et al., 2009). Alguns estudos com espécies arbéreas mostram gque 0s
niveis endogenos de aminoacidos sofrem variacdes ao longo do processo de
desenvolvimento embrionario e germinativo (Santa-Catarina et al., 2006; Dias et
al.,, 2009; Pieruzzi et al.,, 2011), sugerindo que estas biomoléculas estdo

associadas aos eventos germinativos.
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Figura 4: Biossintese de aminoacidos em plantas e bactérias. Fonte: Adaptado de Lehninger e
Cox (2011).

2.5.2. Carboidratos

Os carboidratos sdo importantes moléculas fornecedoras de energia para
a planta. A disponibilidade de acucares € um importante direcionador do
crescimento e desenvolvimento embrionério e na germinacdo de sementes, uma
vez que estes compostos atuam tanto como substrato intermediario para o
metabolismo, quanto como moléculas sinalizadoras (Smeekens et al., 2010). Nas
plantas, as rotas de percepc¢éo e sinalizacdo tém sido descritas para diferentes

tipos de acuUcares, porém, para poucos destes, como por exemplo a glicose,
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existe a disponibilidade de informacfes sobre os mecanismos de percepcao e
atuacao (Smeekens et al., 2010).

Nos vegetais, a sintese de carboidratos tem inicio quando CO,
atmosférico é assimilado pela célula, sendo incorporado em uma forma organica
através da ribulose-1,5-bifosfato-carboxilase/oxigenase (rubisco) para produzir
intermediarios que serdo convertidos a carboidratos por reacdes especificas nos
cloroplastos e citoplasma. Apds assimilacdo de CO,, ocorre uma série de reacdes
que levardo a sintese de trioses fosfato nos cloroplastos, as quais servirdo como
precursores para a biossintese de frutose, glicose, ribose e xilose. Ainda nos
cloroplastos, moléculas de glicose serdo utilizadas para sintetizar o amido que
guando hidrolisado dara origem a maltose. A sacarose € sintetizada no citoplasma
a partir da ligacéo entre frutose e glicose, sendo estas formadas apatrtir de trioses
fosfato provenientes dos cloroplastos. Parte da glicose presente no citoplasma vai
para a rota das pentoses fosfato sendo convertidas em ribose, ou poderéo sofrer
isomerizacao originando manose, arabinose, dentre outros carboidratos (Voet et
al., 2000;Taiz e Zeiger, 2009; Lehninger e Cox, 2011) (Fig. 5).
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Figura 5: Esquema mostrando a biossintese de carboidratos nos vegetais.
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Durante a germinacao de sementes em Schizolobium parahyba, os teores
dos carboidratos sollveis totais do eixo embrionario e cotilédones apresentaram
nitida reducdo durante a fase inicial da embebicdo e nos primeiros dias da
germinacao (Magalhdes, 2010). Similarmente, em Caesalpinia peltophoroides
(Corte et al., 2006) e Guilfoylia monostylis (Nkang, 2002) foi mostrado que os
teores de carboidratos sollveis diminuiram continuamente durante a germinagéo,
demonstrando que estas biomoléculas sdo de fundamental importancia para o
crescimento e estabelecimento da plantula. Para C. fissilis ndo h& relatos na
literatura sobre o metabolismo de carboidratos durante a germinacdo de
sementes, e estudos neste sentido serdo importantes para entender o papel
destes compostos no processo germinativo nesta espécie.

Durante o processo de micropropagacdo, a adicdo de carboidratos ao
meio de cultura, como fonte de carbono, é fundamental para a resposta
morfogenética. Estes carboidratos sdo mobilizados para a formacdo das
brotacdes, servindo como fonte de energia para os processos metabdlicos
(George, 2008).

Dados da literatura indicam a importancia da adicdo de carboidratos na
promocdo do desenvolvimento de brotos in vitro, ndo havendo estudos
associados aos niveis enddégenos durante este evento morfogenético. Em pinhéo-
manso (Jatropha curcas) foi mostrado que o aumento das concentracfes de
sacarose no meio de cultura foi proporcional ao tamanho do comprimento da
parte aérea de plantulas nesta espécie (Nunes et al., 2008). Entretanto, Saldanha
(2010) quando utilizou sacarose no meio de cultura nas concentracdes de 10 a 30
g L™ para promover o desenvolvimento in vitro de Cedrela odorata, constatou que
a mesma nao aumentou O crescimento de explantes caulinares nem o
desenvolvimento de brotos.

Neste sentido, estudos visando entender o metabolismo de carboidratos
endogenos nas brotacbes durante a morfogénese in vitro podem ser uma
importante ferramenta para entender a rota destes compostos nestes eventos.
Além do conhecimento basico sobre o metabolismo, estes estudos podem auxiliar
ainda na melhoria dos protocolos de micropropagacdo de espécies arboreas

nativas.
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2.5.3. Poliaminas

As PAs sdo moléculas alifaticas de baixo peso molecular, com dois ou
mais grupos amino, presentes em todos os organismos vivos. Elas participam de
VArios processos que Sao essenciais para o crescimento e desenvolvimento da
planta, tais como, controle da divisdo e diferenciacdo celular, regulagcdo da
expressdo génica, modulacdo de sinal, floracdo, germinagdo, embriogénese
somatica e zigoética (Bouchereau et al., 1999; Minocha et al., 1999; Silveira et al.,
2004a,b; Silveira et al., 2006; Santa-Catarina et al.,2006; Kusano et al., 2008;
Dias et al., 2009; Pieruzzi et al., 2011), bem como respostas a estresses bioticos
e abidticos (Kuznetsov et al., 2007; Alcazar et al., 2010).

As principais PAs presentes nas plantas sdo a putrescina (Put),
espermidina (Spd) e espermina (Spm), ocorrendo de forma livre ou conjugada
com &cidos fendlicos e moléculas de baixo peso molecular (Bouchereau et al.,
1999; Kuznetsov et al., 2006; Takahashi e Kakehi, 2010).

Durante o metabolismo de PAs, Put é sintetizada a partir dos aminoacidos
arginina e ornitina pela acdo das enzimas arginina descarboxilase (ADC) e
ornitina descarboxilase (ODC). Para a producdo de Spd e Spm, sdo necessarios
grupos aminopropil provenientes do aminoacido metionina a partir da S-adenosil-
metionina (SAM), pela acdo da SAM descarboxilase (SAMDC). Desta forma, a
Spd é formada a partir da Put pela adicdo de um grupo aminopropil pela acédo da
enzima Spd sintase (SPDS). A Spd é convertida em Spm pela adi¢cdo de grupo
aminopropil pela acdo da Spm sintase (SPMS) (Fig. 6). O catabolismo de Put,
Spd e Spm é feito pela acdo das enzimas diamina oxidase e PAs oxidase
(Kusano et al., 2008). Estas moléculas parecem ser reguladas por processos
analogos aos dos reguladores de crescimento vegetal (Handa e Mattoo, 2010),

sendo seu metabolismo ainda pouco estudado em arbodreas.
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Figura 6: Biossintese de poliaminas em plantas (setas verdes), animais (setas vermelhas) e
bactérias (setas azuis). Adaptado de Kusano et al. (2008).

Os niveis de PAs totais e a razdo entre PAs [Put/(Spd+Spm)] variam
entre as espécies vegetais, 0os 6rgaos, os tecidos e também durante os estadios
de desenvolvimento (Kuznetsov et al., 2006). Alguns estudos sobre a variacao
destes compostos durante a germinacdo da semente foram desenvolvidos
(Gallardo et al., 1992; Puga-Hermida et al., 2006; Santa-Catarina et al., 2006;
Dias et al., 2009; Pieruzzi et al., 2011). Estes estudos tém mostrado que os niveis
de PAs sdo alterados durante a germinacdo de sementes, no qual os niveis de
Put aumentam no inicio, enquanto os niveis de Spd e Spm decresceram durante
todo o periodo da germinacdo em Ocotea catharinensis (Dias et al., 2009) e
Ocotea odorifera (Pieruzzi et al., 2011), sugerindo o envolvimento das PAs no
processo germinativo. Entretanto, estes estudos foram realizados para um
namero reduzido de espécies e ainda ndo esta totalmente elucidado o modo de

acao destas substancias no processo germinativo.
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Durante o processo de micropropagacéao, estudos sobre o papel das PAs
sao praticamente inexistentes na literatura (Kuznetsov et al., 2006), em especial
para espécies arbdreas. Estudos mostram que estas podem atuar como
promotores no desenvolvimento de brotacdes (Bais, 2000; Debiasi et al., 2007).
Estudos da quantificagdo enddégena de PAs durante o desenvolvimento de
brotacdes in vitro sdo escassos, contudo tem-se constatado altos niveis de Put
durante a emissdo de brotacbes, sugerindo um papel importante destas

biomoléculas no desenvolvimento morfogenético in vitro (Francisco et al., 2008).
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3. TRABALHOS

3.1. IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE AMINOACIDOS,
CARBOIDRATOS E POLIAMINAS DURANTE A GERMINACAO DE SEMENTES
DE Cedrelafissilis Vell. (MELIACEAE)

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar a variacdo e 0s niveis enddégenos de
aminoacidos, carboidratos, poliaminas (PAs) e proteinas durante a germinacdo de
C. fissilis. Sementes foram germinadas em placas de Petri sob condicbes
controladas e amostras foram coletadas antes da incubacdo (tempo 0) e apés 2,
5, 7, 10 e 17 dias de embebicdo para determinacdo da curva de embebicdo e
analises bioquimicas. As concentragbes de aminoacidos, carboidratos e PAs
foram determinadas por cromatografia liquida de alta performance (HPLC).
Proteinas foram quantificadas utilizando o método 2D-Quant Kit (GE Healthcare).
Sementes de C. fissilis apresentaram o modelo classico trifasico de absorcdo de

agua. O conteudo de aminoacidos totais aumentou até a protrusdo radicular
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decrescendo na plantula em crescimento, sendo a treonina 0 amino&cido
predominante. As concentracfes de proteinas foram contrérias as de aminoacidos
durante todos os dias analisados. Os conteudos de carboidratos totais diminuiram
durante a germinacao, estando associado possivelmente ao aumento da atividade
respiratéria no inicio da embebicdo. A sacarose foi o carboidrato predominante,
com diminui¢do constante de seu contetdo durante o processo germinativo. Foi
observada a auséncia de monossacarideos como frutose e glicose no processo
germinativo de C. fissilis. Na plantula em crescimento, ao final do periodo da
incubagédo (17° dia), foram detectados frutose, glicose e sacarose. As
concentragdes de PAs totais decresceram durante todo o evento germinativo. Na
semente madura as PAs em maior concentracdo foram espermidina (Spd) e
espermina (Spm), sugerindo seu papel na maturacédo e tolerancia a dessecacao
em C. fissilis. Durante a germinacéo, a Spd esteve presente em maior quantidade
durante todos os dias, sugerindo o envolvimento desta PA na germinagéo de
sementes de C. fissilis. Nas plantulas em crescimento foi observado um aumento
significativo de putrescina (Put) e Spd e um decréscimo de Spm. O aumento de
Put pode estar associado a atividade mitética e diferenciacdo celular durante o

crescimento da plantula.

ABSTRACT

The objective of this work was to study the variation and endogenous levels of
amino acids, carbohydrates, PAs and proteins during the germination of C. fissilis.
Seeds were germinated in Petri dishes under controlled conditions and samples
were collected before incubation (time 0) and after 2, 5, 7, 10 and 17 days of
imbibition to determine the imbibition curve and biochemical analyzes. The
concentrations of amino acids, carbohydrates and PAs were determined by high
performance liquid chromatography (HPLC). The proteins were quantified using
the 2D Quant Kit (GE Healthcare) method. Seeds of C. fissilis showed a triphasic

model of water absorption. The total amino acids contents increased until the root
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protrusion, decrease in plant growth, being the amino acid threonine the
predominant one. The proteins content were contrary to the amino acids during all
the analyzed days. The total amount of carbohydrates decreased throughout the
germination, possibly being associated with an increase in the respiratory activity
at the beginning of imbibition. The sucrose was the predominant carbohydrate,
with a decrease of its amount during the germination process. We observed the
absence of monosaccharide fructose and glucose during the germination process
of C. fissilis. In the developing seedling, at the end of incubation 17" day)
fructose, glucose and sucrose were detected. The total concentrations of free PAs
decreased during the germination event. In the mature seed, the PAs in higher
concentration were spermidine (Spd) and spermine (Spm), suggesting their
important role in the maturation and tolerance to desiccation in C. fissilis. During
the germination, Spd was present in greater amounts during the incubation,
suggesting the involvement of this PA in the germination of C. fissilis. In growing
seedlings, a significant increase of putrescine (Put) and Spd in the shoot decrease
in Spm was observed. The increase of Put could be associated with the mitotic

activity and cellular differentiation during the growth of the seedling.

1. INTRODUCAO

Cedrela fissilis Vellozo € uma espécie arborea conhecida popularmente
como cedro rosa. Pertencente a familia Meliaceae, ocorre em todas as regiées do
Brasil (Carvalho, 2003), encontrando-se ameacgada de extingdo (IUCN, 2010).

Sementes de C. fissilis sdo ortodoxas e altamente utilizadas para a
producdo de mudas em viveiro, ou plantio direto no campo (Carvalho, 2003;
Masetto et al., 2008). Entretanto, elas perdem a viabilidade com o tempo de
armazenamento em condi¢cdes ambientais de baixa umidade, dificultando sua
utilizacdo em programas de reflorestamento (Carvalho, 2003). Segundo Martins e
Lago (2008), sado escassos na literatura informacdes acerca dos processos que

levam a perda da viabilidade das sementes de cedro rosa. Estes autores afirmam
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gue umidade e temperatura tém grande importancia na conservacao de sementes
desta espécie, pois estes fatores podem influenciar diretamente as reacdes
bioquimicas que regulam o metabolismo envolvido no processo germinativo.
Entretanto, estudos bioquimicos de identificacdo e quantificacdo de compostos
relacionados a promog¢do da germinacdo ainda ndo foram descritos na literatura
para a espécie.

A germinacdo de sementes é um processo complexo que se inicia com a
absorcdo de agua pela semente quiescente e termina com a protrusdo da radicula
(Bewley, 1997), sendo os eventos posteriores denominados de crescimento da
plantula (Gallardo et al., 2002). Durante a germinagdo varios fatores atuam de
forma integrada no sentido de promover o crescimento do embrido, sendo as
alteracdes fisioldgicas observadas, resultado de um rigoroso controle bioquimico
e molecular (Catusse et al., 2008). Durante o desenvolvimento da semente varias
biomoléculas s&o sintetizadas e armazenadas, sendo estas mobilizadas durante o
processo germinativo e crescimento inicial da plantula (Gallardo, et al., 2002;
Penfield et al., 2005).

Dentre estes compostos, varios apresentam func¢des importantes durante
a germinacdo de sementes, como aminoacidos, carboidratos e PAs. Os
aminoacidos armazenados durante o desenvolvimento da semente sao
importante fonte de nitrogénio durante a germinacdo e crescimento inicial de
plantulas (Rock e Quatrano, 1995). Estas biomoléculas podem ser precursoras de
importantes vias metabdlicas promotoras da germinacdo (Alhadi et al., 2012),
servindo como blocos para a construcdo de proteinas ou precursores de
metabdlitos importantes no controle e na promoc¢ao da germinacédo (Gallardo et al,
2002; Onomo et al., 2010). Estudos com espécies arboreas demonstram que
estes compostos tém seus niveis alterados durante o desenvolvimento
embrionério e germinacdo de sementes (Santa-Catarina et al., 2006; Dias et al.,
2009; Pieruzzi, 2011). Durante a germinacdo sugere-se que além de outras
funcdes, os aminoacidos atuariam como agentes osmoticos, necessarios para
completar o evento germinativo (Pieruzzi, 2009). As variacbes observadas
durante o periodo germinativo indicariam uma participacdo direta destes

compostos em diferentes etapas do processo (Dias et al., 2009).
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Os carboidratos s@o importantes moléculas fornecedoras de energia
durante a germinacdo de sementes e o desenvolvimento inicial de plantulas,
sendo intensamente consumidos durante este processo. Eles desempenham
papel importante como moléculas sinalizadoras (Rolland et al., 2006), podendo
atuar como agentes estimuladores de um largo espectro de fungOes ainda
desconhecidas durante o processo germinativo. Fatores ambientais afetam a
composicdo e quantidade de carboidratos nas plantas, bem como em estruturas
especificas, tal como sementes (Tahir et al., 2011), o que pode ter influéncia
direta sobre a germinag&o. Estudos da mobilizagéao e identificagdo de carboidratos
durante a germinacdo em arbdreas mostram que seu metabolismo é altamente
dindmico (Ferreira et al., 2009; Carrijo et al., 2010). Variacdes no conteudo de
carboidratos na semente madura e ao longo do periodo germinativo exibem perfis
diferentes de acordo com a espécie (Pontes et al., 2002; Corte et al., 2006; Borek
et al., 2006), podendo influenciar diretamente o0 metabolismo de outras
biomoléculas (Borek et al., 2006).

As PAs séo importantes moduladores de diversos eventos bioldégicos em
plantas. Elas atuam como hormoénios vegetais influenciando processos de
crescimento e desenvolvimento vegetal, tais como, expressao génica, divisdo e
diferenciacdo celular, estabilizacdo de membrana e eventos de morte celular
programada (Tabor e Tabor, 1984; Igarashi e Kashiwagi, 2000; Kuehn e Phillips,
2005; Kusano et al., 2008). Elas também estdo associadas com a promocao da
embriogénese e organogénese em plantas (Minocha et al., 1999; Silveira et al.,
2006; Santa-Catarina et al., 2006) e germinacdo de sementes (Dias et al., 2009;
Pieruzzi et al., 2011). Estudos mostram que 0s niveis e a razao entre as PAs sdo
alterados durante a germinacao de sementes, sendo um importante marcador do
evento (Dias et al., 2009; Pieruzzi et al., 2011).

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi estudar os niveis endégenos e
variacdes de aminoacidos, carboidratos, PAs e proteinas durante a germinagao

de C. fissilis.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material vegetal
As sementes de C. fissilis utilizadas nos experimentos de germinacao

foram obtidas do Viveiro Caicara localizado no Estado de Sao Paulo - SP.

2.2. Assepsia das sementes

Anteriormente a incubacdo para a germinacdo, as sementes foram
submetidas a processo de desinfestacdo de acordo com metodologia descrita por
Santa-Catarina et al. (2001), com modificacdes. Inicialmente, as sementes foram
lavadas com 250 mL de agua contendo trés gotas de detergente comercial neutro.
Em seguida, foram lavadas por 10 vezes com agua destilada, seguida de imerséo
por 1 min em &lcool 70 % e 30 min em agua sanitaria comercial 100 %, contendo
2,5 % de cloro ativo acrescido de fungicida Derosal (100 uL/500 mL). Em seguida,
as sementes foram submetidas a cinco lavagens com agua destilada autoclavada,

em camara de fluxo laminar.

2.3. Curva de embebicéao

Para determinacdo da curva de embebicdo foram utilizadas 7 repeticdes
com 10 sementes cada embebidas em 10 mL de &gua destilada autoclavada
contendo fungicida Derosal (100 uL/500 mL). Para a obtencdo da matéria fresca
(MF) as sementes foram pesadas nos intervalos de (0 - semente madura) e apds
2,5, 7,10 e 17 dias de embebicdo. ApOs a pesagem estas mesmas sementes
foram acondicionadas em sacos de papel e colocadas em estufa a 70 °C por 24 h
para obtencédo da massa da matéria seca (MS) e conteudo de agua.

2.4. Germinacgado de sementes

Sementes de C. fissilis foram submetidas a um teste de germinacao para
0 estabelecimento dos dias de coleta durante o periodo germinativo. Durante o
pré-teste a morfologia das sementes foi observada diariamente até a obtencéo de

plantulas completas. Para as analises bioquimicas, ap6s assepsia, as sementes
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com comprimento e largura média de 1,13 cm e 0,5 cm, respectivamente, foram
inoculadas em placas de Petri contendo duas camadas de papel filtro embebidas
em 10 mL de agua destilada autoclavada contendo fungicida Derosal (100 puL/500
mL). Em seguida, foram incubadas em sala de cultivo com fotoperiodo de 16
horas, intensidade luminosa de 22 pmol m? s™ e temperatura de 25+2 °C.

Amostras foram coletadas antes da incubacéo (tempo O - semente
madura) e apés 2, 5, 7, 10 e 17 dias de embebicéo (Fig. 1)

Semente
madura Dias de incubacgao

N :
S

> @ o o \|. (‘_

0 2 5 7 10 17

Figura 1: Morfologia de sementes de C. fissilis durante o processo germinativo. Barras = 0,5 cm.

Foram utilizadas 30 placas de Petri com 20 sementes cada, totalizando
600 sementes. Em cada periodo de coleta, 3 amostras foram coletadas ao acaso
de 5 placas para cada andlise (aminoacidos e proteinas, carboidratos e PAs). As
amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -20 °C até as

analises dos compostos.
2.5. Analises bioquimicas

2.5.1. Aminoacidos livres e proteinas solluveis em etanol

A metodologia para a determinacdo de aminoacidos foi conduzida de
acordo com Santa-Catarina et al. (2006). Amostras de 200 mg de MF foram
maceradas em 6 mL de etanol 80 % (v/v) e concentradas até eliminacdo do etanol

em “speed vac’. Em seguida, as amostras foram ressuspendidas em 2 mL com
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agua milli-Q e centrifugadas a 20.000xg por 10 min. O sobrenadante foi filtrado
em membrana de 0,2 um. Aliquotas de 20 pL do filtrado e 60 uL da solugdo o-
fitaldialdeido (OPA)-borato foram utilizadas para a derivatizacdo a temperatura
ambiente por 2 min. Em seguida foram feitas a quantificacéo e identificacdo dos
aminoécidos por HPLC.

Os aminoacidos foram quantificados e identificados utilizando-se uma
coluna C18 de fase reversa (Shimadzu Shim-pack CLC ODS) de 5 pm. Como
solventes foram utilizados: uma solugcédo tampéao (solvente A), contendo acetato de
sédio (50 mM), fosfato de sédio (50 mM), metanol (20 mL L™) e tetrahidrofurano
(20 mL.L™Y), pH 8,1 ajustado com &cido acético e metanol 65% (solvente B). A
mudanca na propor¢cdo do solvente B em relacdo ao solvente A definiu o
gradiente de corrida, sendo o gradiente de B programado para 20 % durante os
primeiros 32 min, de 20 a 100 %, entre 32 e 71 min e 100 % entre 71 e 80 min,
com fluxo de 1 mL min™, a 40 °C. O detector de fluorescéncia foi ajustado para
excitacdo a 250 nm e emissdo em 480 nm. Foram injetados 20 pyL da solugao
derivatizada com OPA. As areas dos picos e os tempos de retencdo de cada
aminoacido foram avaliados por comparacdo com aminoacidos padrdo em
concentracbes conhecidas: &cido aspartico, acido glutamico, asparagina, serina,
glutamina, histidina, glicina, arginina, treonina, alanina, acido y-aminobutirico,
tirosina, metionina, triptofano, valina, fenilalanina, isoleucina, leucina, ornitina e
lisina. Proteinas sollveis em etanol foram quantificadas dos extratos etandélicos
provenientes da extracdo de aminodacidos utilizando o método 2D-Quant Kit (GE

Healthcare) de acordo com recomendacdes do fabricante.

2.5.2. Carboidratos

A metodologia utilizada para a determinacdo de carboidratos foi baseada
na proposta por Filson e Dawson-Andoh (2009), com modificacdes. As amostras
de 300 mg de MF foram maceradas com a adicdo de 1 mL de solucdo de
extracdo composta por etanol (ETOH) 80 % (v/v), polivinilpolipirrolidona (PVPP) 3
% (m/v) e &cido ascorbico 1 % (m/v) a 4 °C. ApOGs a maceracdo as amostras
foram brevemente agitadas em vortex, incubadas em banho-maria a 70 °C por 90
min e centrifugadas a 13.000 rpm, por 10 min. O sobrenadante foi armazenado e
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o pellet ressuspendido em 1 mL de solucdo de extracdo e submetido a extracéo
descrita. Os sobrenadantes resultantes foram adicionados aos provenientes da
primeira centrifugacao, filtrados em membrana de 0,2 um antes da armazenagem
a -20 °C. Os carboidratos foram identificados e quantificados por HPLC usando
um detector de espalhamento de luz (ELSD-LT II), com configuragéo do detector
para temperatura de 40 °C, pressao de N, em 350 mPa, com ganho 9 e filtro 4.

A coluna utilizada para a analise foi uma Prevail Carbohydrate ES 5 um
(250 x 4,6 mm), com uma pré-coluna do tipo Prevail Carbohydrate ES 5 pm (7,5 x
4,6 mm). A temperatura foi mantida a 25 °C. Como solventes foram utilizados:
agua milli'Q (solvente A) e acetonitrila 100 % (solvente B), sendo ambas as
solucbes submetidas a filtracdo prévia (0,2 um). A corrida foi realizada em
gradiente isocrético ajustado para 80 % de solvente B durante 30 min com fluxo
de 1 mL min™. As areas e os tempos de retencéo dos carboidratos analisados
foram avaliados por comparacdo com carboidratos padrdo em concentracdes
conhecidas: ribose, arabinose, xilose, frutose, manose, glicose, sacarose e

maltose.

2.5.3. Poliaminas

A metodologia utilizada para a determinag¢do de PAs livres foi conduzida
conforme descrito por Santa-Catarina et al. (2006). Amostras de 200 mg de MF
foram maceradas com 1,2 mL de acido perclérico a 5 % (v/v), e mantidas no gelo
por 1 h, em seguida foram centrifugadas a 20.000xg por 20 min a 4 °C. O pellet foi
ressuspendido em 100 pL de acido perclérico a 5 % (v/v), centrifugado nas
condic@es ja citadas e os dois sobrenadantes, contendo as PAs foram misturados.

Em seguida as PAs livres foram dansiladas. Para tanto, 40 yL da amostra
contendo PAs foram misturados com 100 pL de cloreto de dansil (5 mg mL™ em
acetona 1,8 mM), 50 pL de solugao saturada de bicarbonato de s6dio (NaHCO3) e
20 pL de 1,7- diaminoheptano (DAH) 0,05 mM, utilizado como padrdo interno.
Apo6s a mistura, as amostras foram incubadas no escuro por 50 min a 70 °C. O
excesso de cloreto de dansil foi removido pela adicdo de 25 pL de solucédo de
prolina (100 mg mL™) com posterior incubacdo por 30 min no escuro em

temperatura ambiente. As PAs dansiladas foram particionadas com 200 uyL de
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tolueno, e a fase apolar (orgéanica), que contém as PAs foi coletada, seca sob jato
de nitrogénio, e ressuspendida em 175 pL de acetonitrila absoluta.

A identificacdo e quantificacdo das PAs foi feita utilizando-se HPLC com
coluna C18 de fase reversa (Shimadzu Shim-pack CLC ODS) de 5 um. Como
solvente foram utilizados: acetonitrila 10 % em &gua, pH 3,5 ajustado com HCI 1N
(solvente A) e acetonitrila absoluta (solvente B). A mudanca na proporgcédo da
solucéo B em relacédo a solucdo A definiu o gradiente de corrida. O gradiente de
acetonitrila absoluta foi programado para 65 % durante os primeiros 10 min, de 65
a 100 % entre 10 e 13 min e 100 % até 21 min com fluxo de 1 mL min™, a 40 °C.
O detector de fluorescéncia foi ajustado para excitagdo a 340 nm e emissdo em
510 nm. Foram injetados 20 uL da solucédo dansilada. As areas dos picos e 0s
tempos de retencdo de cada PAs foram avaliados por comparacdo com PAs
padrdao em concentracbes conhecidas: putrescina (Put), espermidina (Spd) e
espermina (Spm).

2.6. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e ao teste de
separacdo de médias SNK a 5 % (Sokal e Holhf, 1995) utilizando o software
Sistema para Andlises Estatisticas (SAEG®). Para carboidratos os dados foram
transformados em (log x) + 1, onde x € o dado de cada repeticdo. Depois de
transformados, os dados foram submetidos & analise de variancia e ao teste de
separacdo de médias SNK a 5%, apresentando os dados néo transformados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Curva de embebicéao

Sementes de C. fissilis apresentaram o modelo trifdsico de embebicéo
durante a germinacéo (Fig. 2), conforme estabelecido por Bewley e Black (1994).
Segundo estes autores a Fase 1 (F1) é um processo meramente fisico, onde

ocorre uma rapida absorcdo de agua pelas sementes. A Fase 2 (F2) caracteriza-
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se por uma reducdo da velocidade de embebicao e intensidade respiratéria. Nesta
fase, os processos metabdlicos, imprescindiveis para o crescimento embrionério,
sao intensificados e a germinacdo é concluida com a protrusdo radicular, dando

inicio a Fase 3 (F3).

300 . —O—Matéria fresca ——Matéria seca —a— Conteldo de agua
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Figura 2: Curva de embebigdo de sementes de C. fissilis. PR = inicio da protruséo radicular. F1 =
Fase 1; F2 = Fase 2; F3 = Fase 3. Médias seguidas de letras diferentes apresentam diferencas
estatisticas significativas de acordo com o teste SNK (P< 0,05). (n=7; CVpyagria fresca= 4,6%.
CVMatéria seca— 875%- CVConteudo de égua: 710%)-

Durante a germinacdo de sementes de C. fissilis a protrusdo da radicula
comecou no 7° dia. Apds este tempo, iniciou-se o crescimento, com obtencéo de
plantulas completas no 17° dia (Fig. 1). Durante este evento a F1 caracterizou-se
por uma rapida absorcao de agua terminando no 2° dia, enquanto na F2 ocorreu
uma lenta absor¢cdo de agua que perdurou até o 7° dia, quando teve inicio a
protrusao radicular marcando o inicio da F3 também caracterizada pela continua
absorcdo de agua. O incremento de MS manteve-se inalterado até o 7° dia. A
partir deste tempo houve um incremento significativo de MS devido ao
alongamento da radicula e consequente crescimento da parte aérea. Estes dados
corroboram com aqueles obtidos por Bonfante et al. (2011). Estes autores

verificaram durante a germinacdo de sementes de C.fissilis a 20 °C que estas
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atingem a F1 com 19 h (aproximadamente 1 dia) e F3 com 179 h (com 7,4 dias).
A determinacdo da curva de embebicao € importante no sentido de se conhecer a
permeabilidade do tegumento para possiveis tratamentos de pré-hidratacao
(Carvalho e Nakagawa, 2000). A duracao de cada uma das fases é caracteristica
de cada espécie e depende de propriedades particulares da semente, dentre as
quais se destacam quantidade de compostos hidrataveis e permeabilidade do
tegumento a agua e oxigénio (Silva, 2010). Segundo Bewley e Black (1994), o
padrao trifasico ocorre em sementes com condi¢cfes 6timas para a germinacgao.
Desta forma, sementes de C. fissilis mostraram-se aptas para 0s experimentos de
germinacdo deste trabalho exibindo excelente absor¢cdo de agua necessaria a
germinacao e dispensando tratamentos pré-germinativos, sendo estas sementes

utilizadas paras os estudos bioguimicos.

3.2. Perfil bioquimico

3.2.1. Aminoacidos livres e proteinas

A figura 3 mostra o conteido de aminoacidos livres totais e proteinas
durante a germinacdo de sementes de C. fissilis. Dentre os aminoacidos
analisados, a treonina (Fig. 4A) foi a principal responséavel pelo aumento no
conteudo total de aminoacidos, estando em maior concentracdo durante todo o
periodo germinativo, resultando no mesmo padrdo de variagdo dos aminoacidos
livres totais (Fig. 3). Para outras espécies arbéreas O. catharinensis (Dias et al.,
2009) e O. odorifera (Pieruzzi, 2009), o aminoacido em maior concentracao
durante toda a germinacéo foi asparagina, a qual esta envolvida no transporte e

nitrogénio nas plantas.
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Figura 3: Contelido de amino&cidos livres totais e proteinas (g g™ de MF) durante a germinac&o
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Os menores niveis de aminoacidos livres totais foram encontrados na
semente madura (tempo 0), antes da embebicéo e na plantula em crescimento no
17° dia. Os contetudos enddgenos aumentaram no inicio do processo germinativo
sendo observados em maior concentragao no 5° dia, decrescendo com o advento
da protrusao radicular no 7° dia, porém sem diferencas estatisticas. Em adicdo, o
conteudo de proteinas decresceu até a protrusao radicular, mantendo-se a partir
deste evento sem diferencas significativas (Fig. 3). Estes dados indicam que o
aumento no contelddo de aminoacidos estd diretamente relacionado com a
degradacéao de proteinas na semente até o 7° dia.

Adicionalmente, verificou-se um decréscimo acentuado no contetdo de
aminodcidos livres totais do 10° ao 17° dia, regulado pelo decréscimo no contetdo
de treonina (Fig. 4A). A treonina € um aminoacido essencial, importante durante o
desenvolvimento e crescimento de plantas, sendo um dos produtos resultantes da
via metabdlica do acido aspartico (Jander e Joshi, 2010). A treonina através de

sua conversdo em isoleucina e como um dos precursores de glicina participa de
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vias metabdlicas importantes nos vegetais, dentre elas na producdo de energia
celular e processos de fotorrespiracao (Kang et al., 2006; Joshi et al., 2006).

O aumento nos conteudos de aminoacidos livres totais durante a
germinacdo de sementes de C. fissilis pode ser devido ao fato de que
endopeptidases (proteinases A) atuam na degradacao de proteinas de reserva no
inicio da embebicdo durante a germinagdo. Estas enzimas catalisam uma
protedlise limitada de proteinas armazenadas convertendo-as em peptideos
soluveis (Ferreira et al., 1995). Desta forma, as proteinas modificadas tornam-se
susceptiveis a acado de proteinases B, carboxipeptidases, aminopeptidases e
dipeptidases, que sdo incapazes de atacar proteinas nativas de sementes
maduras, mas facilmente convertem os peptideos solliveis em aminoacidos
(Shutov e Vaintraub, 1987). Adicionalmente, Pieruzzi (2009) sugere que além da
funcdo de suprir a demanda de nitrogénio requerida pela plantula, o aumento nos
contetdos de aminoécidos estaria ligado a funcdo que estes compostos exercem
como agentes osmoticos, necessaria para completar o processo germinativo. De
acordo com Bove et al. (2001), antes do alongamento radicular, novos processos
fisiolégicos ocorrem preparando o embrido para o0 crescimento do eixo
embrionario. O aumento de substancias osmoticamente ativas como o0s
aminoacidos, facilitaria a entrada de agua na célula contribuindo para o
alongamento radicular.

Ap0s a protrusdo da radicula foi verificado um aumento no contetdo de
aminoacidos totais livres em C. fissilis, porém sem diferencas estatisticas. O
mesmo ocorreu para O. catharinensis (Dias et al., 2009). Este aumento pode ser
relacionado com uma sintese de novo de aminoacidos ou degradacdo de
proteinas fornecedoras destes compostos necessarios ao metabolismo do
nitrogénio para promover o desenvolvimento e crescimento inicial da plantula.

As concentragbes dos aminoacidos livres foram variaveis durante todo o
periodo germinativo (Figs. 4 e 5). Esta variagdo pode ser assumida como um fator
genético que regula o metabolismo de proteinas, bem como os mecanismos de
sintese de aminoacidos selecionados apontando uma elevada utilizacdo destes
compostos e indicando sua essencialidade para o processo germinativo (Rozan et

al., 2000; Onomo et al., 2010). Adicionalmente, as sementes, durante 0 processo
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de germinacdo, podem ser intensos sitios de sintese de aminoacidos (Onomo et
al., 2010), o que teria contribuido de forma direta para 0 aumento dos conteludos
destas biomoléculas até a protrusédo radicular. As variacbes nos conteudos dos
aminoacidos durante o evento germinativo indicam uma relacdo direta com a
germinacao, conforme sugerido por Dias et al. (2009). Para a maioria dos
aminoacidos houve uma reducdo com a emissao da radicula e aumento apos este
evento no 10° dia (Figs. 4 e 5). Apenas glutamina (Fig. 4D), glicina (Fig. 4E), lisina
(Fig. 5F) e treonina (Fig. 4A) nao sofreram reducdo com o advento da protrusao
da radicula. Em adicdo, a glutamina aumentou apés a protrusdo radicular exibindo
um incremento significativo na plantula em crescimento no 17° dia. A glutamina é
um aminoacido transportador de nitrogénio nas plantas (Oliveira et al., 2001). Ela
atua como doador de nitrogénio para a sintese de outros aminoacidos e
compostos nitrogenados necessarios a plantula em crescimento. Sendo ainda
considerado um dos principais aminoacidos precursores dos demais (Coruzzi e
Last., 2000)

Os aminoacidos treonina (Fig. 4A), serina (Fig. 4H), acido y-aminobutirico
(Fig. 41), valina (Fig. 5D), leucina (Fig. 5E), fenilalanina (Fig. 5H), isoleucina (Fig.
5J) e alanina (Fig. 5B) aumentaram durante o evento germinativo reduzindo suas
concentracbes no 7° dia quando iniciou-se a protrusdo da radicula. Estes
resultados sugerem que estes aminoacidos, embora em concentracfes
diferentes, possuem um papel importante nos eventos que antecedem a protruséo
da radicula em C. fissilis. Dentre estes aminoacidos, o acido y-aminobutirico foi
predominante durante a germinagcéo de Cola acuminata e Cola anomola (Onomo
et al.,, 2010). Este aminoacido ndo proteico normalmente aumenta durante a
germinacdo de sementes e também sobre condi¢bes de estresse, tais como,
acidificacao e estresse hidrico (Snedden e Fromm, 1998; Bown et al., 2006). Ele
tem um papel central na regulacdo do pH (Bown e shelp, 1997) e armazenamento
de nitrogénio nas sementes, sendo um intermediario para sintese de aminoacidos
proteicos (Rodriguez et al., 2008).

Além da treonina, a citrulina e o acido glutamico também apresentaram os
maiores conteudos durante o evento germinativo (Figs. 4A, 4B e 4C,

respectivamente), parecendo ser essenciais no processo germinativo de C.
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fissilis. O acido glutamico tem papel importante em reacdes de transaminacéo e
ainda é precursor ou produto da degradacdo de arginina, prolina e histidina
(Morot-Gaudry et al., 2001). Adicionalmente, a diminuicdo de &acido glutamico
durante o processo germinativo até a protruséo radicular em C. fissilis sugere seu
papel na interconversdo dos aminoacidos durante a germinagéo (Glevarec et al.,
2004). O &cido glutamico € um precursor dos aminoacidos glutamina e prolina que
sdo usados como substrato para enzimas de rotas respiratorias durante a
embebicdo (Buchanan et al., 2000; Rocha et al., 2010). No entanto, verificou-se
neste trabalho que o acido glutdmico decresceu até a protrusdo da radicula,
enquanto glutamina manteve-se estavel. Apés este evento, houve um aumento no
conteudo destes aminoacidos ndo sendo verificada uma correlacdo em seus
conteudos. Citrulina € um aminoacido ndo essencial (Rimando e Perkins-Veazie,
2005). Em Juglans regia este aminoacido foi encontrado em altas concentracdes
no eixo embrionario, cotilédones e caule de plantulas jovens sugerindo-se seu
papel na translocacdo de nitrogénio nestes tecidos e no transporte de outros
aminoéacidos livres durante a germinacao (Mapelli et al., 2001). Estes autores
ainda afirmam que citrulina pode ser utilizada para a sintese de outros
aminoacidos e € importante em processos fisiolégicos onde ocorre a mobilizacao
de compostos nitrogenados.

O aminoéacido encontrado em menor concentracdo durante o processo
germinativo foi a isoleucina (Fig. 5J). Este resultado corrobora com aquele
encontrado por Onomo et al. (2010) para sementes maduras de C. anomala.
Neste trabalho o autor verificou que os aminoacidos em menor concentragcdo nas
sementes maduras de C. acuminata foram glicina, tirosina, triptofano, valina,
isoleucina e leucina. Estes dados séo similares aos encontrados neste trabalho
onde estes mesmos aminoacidos estiveram entre os de menor concentracdo,
tanto na semente madura quanto durante o evento germinativo.

E importante observar que neste trabalho foram encontradas baixas
concentracdes de fenilalanina (Fig. 5H) e altas de arginina (Fig. 4F). Este fato é
importante para a promocao da germinacao, pois elevados teores de fenilalanina
levam a sintese de acido abscisico inibidor da germinacdo, enquanto altos niveis

de arginina promovem a sintese de giberelinas promotoras da germinagdo como
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verificado para variedades de P. granatum (Alhadi et al., 2012). Entretanto,
mesmo em baixa quantidade, as concentracdes de fenilalanina aumentaram até a
protrusdo da radicula sendo maior na plantula em crescimento. Isto se deve ao
fato de aminoacidos aromaticos, tal como fenilalanina, serem precursores de
Varios compostos necessarios a germinacgao e estabelecimento da plantula, como
hormanios e lignina (Tzin e Galili, 2010).

Os aminoéacidos arginina e ornitina sdo precursores da sintese de PAs e
mantiveram um padréo semelhante durante a germinagédo em C. fissilis. Arginina
apresentou um leve aumento no 2° dia, a partir do qual decresceu até a protruséo
da radicula aumentando novamente no 10° dia. Este amino&cido contém a maior
guantidade de nitrogénio entre os aminoacidos proteicos (Canton et al., 2005).
Seu catabolismo fornece varios compostos intermediarios necessarios para a
sintese de compostos nitrogenados envolvidos na diferenciacdo de tecidos e
crescimento de plantas como PAs. Participa também da sintese de giberelinas
necessarias a germinacdo (Hernandez-Sebastia et al., 2005; Weitbrecht et al.,
2011). Neste trabalho nado foi possivel quantificar metionina individualmente, a
qual foi quantificada juntamente com triptofano (Fig. 5G). Suas concentracdes e
variagcOes foram similares as da arginina. Metionina esta envolvida na sintese de
importantes enzimas que regulam o metabolismo de sintese de etileno e PAs,
envolvidos na promocédo da germinacédo de sementes, além de estar envolvida em
processos de metilacdo do DNA (Gallardo et al., 2002; Pawlowsi, 2009, 2010).
Ornitina decresceu durante todo o0 processo germinativo até a emissdo da
radicula, aumentando no 10° dia (Fig. 51). A diminuicdo de arginina, metionina e
ornitina durante todo o evento germinativo indica que pode estar havendo um
controle metabdlico destes aminoacidos envolvidos na sintese de PAs, uma vez
que estas biomoléculas também decresceram durante todo o evento (Fig. 8).
Desta forma, estes aminoacidos estariam sendo usados para a sintese de PAs e
estas prontamente catabolisadas no processo germinativo.

A tirosina, um aminoacido aromatico, apresentou um aumento significativo
no 2° dia de germinacao nao sendo mais detectada apds este tempo (Fig. 5A). A
reducdo no contetdo de tirosina no 5° dia coincide com um pico de alanina (Fig.

5B). A degradacdo de tirosina esta relacionada com as vias energéticas como
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glicolise e ciclo de Krebs para formar alanina e &cido glutamico (Alhadi et al.,
2012). Além disso, o pico de tirosina no 2° dia pode estar associado com a
inibicdo de sintese de ABA, que suprime a germinacao (Ghelis et al, 2008).
Durante a germinacéo até o 2° dia observou-se altos niveis de tirosina e baixos de
alanina. No 5° dia ocorre uma acentuada reducéo nas concentragdes de tirosina e
aumento nos conteudos de alanina. No 7° dia quando ocorreu a protrusdo
radicular os niveis de alanina reduziram. Sugere-se que a degradacao de tirosina
€ essencial nesta espécie, contribuindo diretamente para a sintese de alanina,
que é prontamente metabolizada. Tal aspecto pode ser usado como um
biomarcador na germinacéo de C. fissilis.

Os aminoacidos acido glutamico (Fig. 4C), glutamina (Fig. 4D),
asparagina (Fig. 4G) e acido aspartico (Fig. 4J), envolvidos no transporte de
nitrogénio nas plantas, apresentaram um padrdo de variagdo diversificado até a
emissao da radicula. No entanto, todos estes aminoacidos apresentaram reducdo
no momento da protrusdo radicular, exceto glutamina, aumentando seus niveis
apos este evento. Este fato indica que estes aminoacidos sdo essenciais no
processo germinativo desta espécie, uma vez que sdo transportadores e
doadores de nitrogénio para a biossintese de uma grande variedade de

compostos importantes envolvidos no processo germinativo (Dias et al., 2009).
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Figura 4: Contetido de aminoacidos (ug g™ de MF) Treonina (A), Citrulina (B), Acido glutamico (C),
Glutamina (D), Glicina (E), Arginina (F), Asparagina (G), Serina (H), Acido y-aminobutirico (l) e
Acido aspartico (J) durante a germinacéo de sementes de C. fissilis antes (0) e apés 2, 5, 7, 10 e
17 dias de incubacdo. MF: Massa Fresca. Médias seguidas de letras diferentes apresentam
diferencas estatisticas significativas de acordo com o teste SNK (P< 0,05). (n= 3; CVqeonina=23,9%,
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Figura 5: Contetido de aminoacidos (ug g de MF) Tirosina (A), Alanina (B), Histidina (C), Valina
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3.2.2. Carboidratos

Os carboidratos séo fonte de energia para a célula e atuam como agentes
osmoticos mantendo a integridade da membrana plasmatica. Além destes papéis
no metabolismo, existem evidéncias de sua atuacdo como moléculas
sinalizadoras (Smeekens et al., 2010).

Neste trabalho foram quantificados os teores de carboidratos totais
durante a germinagéo de sementes de C. fissilis (Fig. 6). Os resultados mostraram
uma diminuicdo no conteudo de carboidratos totais durante o evento germinativo.
Em Schizolobium parahyba também foi verificado uma reducdo nos niveis de
acucares sollveis totais durante a germinacao (Magalhdes et al., 2010). O mesmo
ocorreu em Caesalpinia peltophoroides (Corte et al., 2006) e Guilfoylia monostylis
(Nkang, 2002). Esta reducédo pode estar associada ao aumento da intensidade
respiratéria durante as primeiras horas de embebicdo (Henning et al., 2010), o
que leva a metabolizacéo e degradacao dos agucares.

7000 +
6000 -
5000 -
4000 -

3000 -
2000 -
1000 -

Carboidratos totais (ug g* de MF)

0 2 5 7 10 17
Tempo de embebicé&o (dias)

Figura 6: Contetido de carboidratos totais (ug g"l de MF) durante a geminacéo de sementes de C.
fissilis antes (0) e ap6s 2, 5, 7, 10 e 17 dias de incubagdo. MF: Massa Fresca. Médias seguidas de
letras diferentes apresentam diferencas estatisticas significativas de acordo com o teste SNK (P<
0,05). (n=3; CV=1,8%).
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Nas sementes maduras (tempo 0) foi detectado uma baixa concentracao

de ribose em relacdo a sacarose (Figs. 7A e 7B). A partir do 2° dia houve o

desaparecimento da ribose e somente sacarose foi detectada até o 7° dia, quando

ocorreu a emissdo da radicula (Fig. 7). O desaparecimento de ribose pode estar

associado a utilizacdo deste acucar para a sintese de novo de DNA e RNA

necessarios na reativacdo do metabolismo e para as novas células em formacao.

Apoés a protrusdo da radicula foram detectados frutose e sacarose no 10° dia

(Figs. 7B e 7C) e glicose no 17° dia (Fig. 7D), indicando degradacédo da sacarose

possivelmente para o fornecimento de energia necessaria ao crescimento da

plantula, obtida ao 17° dia de germinacgao.
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Figura 7: Conteudo de ribose (A), sacarose (B), frutose (C) e glicose (D) (ug g'l de MF) durante a
geminacdo de sementes de C. fissilis antes (0) e apés 2, 5, 7, 10 e 17 dias de incubacdo. MF:
Massa Fresca. Médias seguidas de letras diferentes apresentam diferencas estatisticas
significativas de acordo com o teste SNK (P< 0,05). (n=3; CVgipose= 32,7%. CVsacarose= 8,5%

CVErutose= 6,6%. CVgjicose= 17,1%).
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Os resultados mostraram que a sacarose foi o carboidrato predominante
durante todo o processo germinativo, sendo a diminuigdo desta constante durante
0 evento. Altos niveis de sacarose sao importantes, pois podem manter as células
osmoticamente ativas favorecendo o processo de embebicdo (Pastorini et al.,
2003). Entretanto, os resultados obtidos no presente estudo ndo corroboram com
0s obtidos por Carrijo et al. (2010), os quais verificaram um aumento continuo no
conteddo de sacarose durante a germinacdo de sementes de Dalbergia nigra,
tanto nos cotiléedones como no eixo embrionario. Estes autores também
verificaram a presenca de glicose, manose e auséncia de frutose no evento.
Contudo, Corte et al. (2006) afirmam que os niveis e mobilizacdo de carboidratos
sao especificos para cada espécie.

A auséncia de monossacarideos como frutose e glicose até a protruséo
radicular pode ser devido a utilizacdo em baixas quantidades destes acucares no
processo germinativo. A degradacdo de sacarose forneceria frutose e glicose
necessarias a respiracao, no entanto estas hexoses nao foram detectadas até a
protrusdo da radicula. Os altos teores de sacarose encontrados na semente
madura podem estar associados ao processo de desenvolvimento das sementes
e do embrido na espécie. A relacdo entre hexoses e sacarose foi relatada como
estando envolvida no desenvolvimento de embrides de leguminosas. As hexoses
promovem a divisdo e diferenciacdo celular, enquanto sacarose promove O
alongamento celular em Vicia faba (Borisjuk et al., 2003). Como durante a
germinacdo o alongamento celular € o evento predominante, sugere-se que as
altas concentracdes de sacarose estejam associadas a este evento morfolégico
em C. fissilis. Em Vicia faba, hexoses estdo associadas a nutricdo do embrido,
enguanto sacarose inibe este processo (Borisjuk et al. 2003). Gibson (2005) relata
que altas concentracdes de glicose podem retardar a germinacdo em varias
espécies. Talvez a presenca de frutose, glicose e outras hexoses nao sejam
necessarias em grandes concentra¢cdées no processo germinativo de C. fissilis.

Na plantula em crescimento de C. fissilis, ao final do periodo de
incubacdo no 17° dia, houve deteccédo de frutose, glicose e sacarose. Este fato
possivelmente estd associado a ligacdo de hexoses e sacarose como um dos

requisitos para divisdo, diferenciacdo e alongamento celular, pois estes eventos
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estdo ocorrendo em grande intensidade nos tecidos jovens para promover o
crescimento da planta. Neste estudo a mobilizacdo de aguUcares parece ocorrer
apos a protrusao da radicula, evidenciado pelo aparecimento de frutose no 10° dia
e glicose no 17° dia. Estes dados corroboram com os de Sassaki e Felippe
(1992), que mostraram um aumento nos teores de acUcares sollveis tanto na
parte aérea como radicular em plantulas de Dalbergia miscolobium apds a
protrusao radicular.

Os baixos niveis de sacarose encontrados nas plantulas podem estar
associados a sua degradacao para o fornecimento de frutose e glicose e também
a funcdo regulatoria que este agucar parece exercer durante o alongamento
radicular em plantas. Relatos na literatura mostram que altos niveis de sacarose
durante a germinacdo de embriGes somaticos de cenoura séo inibitérios para o
desenvolvimento da radicula (Huang e Villanueva, 1992; Yang et al., 2004). Estes
autores sugerem que baixas concentracdes de sacarose parecem regular o
desenvolvimento da raiz, sendo este acucar apontado como uma molécula

sinalizadora para o alongamento da radicula.

3.2.3. Poliaminas

PAs totais foram quantificadas durante a germinacdo de C. fissilis. Houve
um decréscimo estatisticamente significativo em todos os dias observados até o
aparecimento da radicula, no 7° dia (Fig. 8). Estudos descritos na literatura
relatam um aumento de PAs livres totais durante a fase inicial de embebicdo e um
decréscimo ao final da germinacao (Huang e Villanueva, 1992; Puga-Hermida et
al., 2006; Dias et al., 2009; Pieruzzi et al., 2011). Na plantula em crescimento no
17° dia, o contetudo de PAs livres totais foi estatisticamente superior a todos 0s
dias observados. Este aumento deve-se principalmente aos aumentos de Put

observados neste tempo (Fig. 9).
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Figura 8: Contetido de PAs livres totais (ug g de MF) durante a germinacéo de sementes de C.
fissilis antes (0) e ap6s 2, 5, 7, 10 e 17 dias de incubag&o. MF: Massa Fresca. Médias seguidas de
letras diferentes apresentam diferencas estatisticas significativas de acordo com o teste SNK (P<
0,05). (n=3; CVpas livres totais= 4,:5%0).

Neste estudo foi possivel detectar e quantificar Put, Spd e Spm durante
todo o evento germinativo em C.fissilis (Fig. 9). Na semente madura as PAs em
maior concentragcao foram Spd e Spm que diferiram estatisticamente de Put neste
tempo. Conteudos maiores de Spd e Spm na semente madura sdo um indicativo
da maior participacdo destas PAs no final do desenvolvimento da semente,
sugerindo seu importante papel na maturacdo e tolerancia a dessecacdo em C.
fissilis. Durante o desenvolvimento de embrides zigéticos de Araucaria
angustifolia e O. catharinensis foi sugerido que Put é importante no inicio deste
evento, quando a taxa de divisdes celulares € maior, enquanto Spd e Spm seriam
essenciais na fase final promovendo a diferenciacdo e alongamento celular
(Astarita et al., 2003; Santa-Catarina et al., 2006). Em O. catharinensis sugere-se
gue a conversdao de Put para Spm é um passo importante na fase final de
desenvolvimento de embrides zigéticos onde o alongamento celular passa a ser o
evento predominante (Santa-Catarina et al., 2006). Em C. fissilis sugere-se que
Put pode ter sido transformada em Spd e Spm por acédo das enzimas SPDS e

SPMS ainda durante a maturagdo da semente. Similarmente, em sementes de
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Zea mays foi verificado altos niveis de Spd e Spm ao final do processo de
desenvolvimento da semente, sendo estas PAs apontadas como as mais
importantes durante este evento (Cao et al., 2010). Este fato indica que o0s niveis
e relacbes entre PAs durante o desenvolvimento da semente € especifico para

cada espécie.
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Figura 9: Contetido das PAs Put, Spd e Spm (ug g™ de MF) durante a geminacdo de sementes de
C. fissilis antes (0) e apos 2, 5, 7, 10 e 17 dias de incubagdo. MF: Massa Fresca. Put: Putrescina;
Spd: espermidina; Spm: espermina. Médias seguidas de letras diferentes apresentam diferengas
estatisticas significativas de acordo com o teste SNK (P< 0,05). Letras mailsculas apresentam
diferencas estatisticas significativas entre os tempos de embebicéo e letras mindsculas entre as
diferentes PAs em cada tempo de embebicdo. (n= 3; CV=9,2%).

Durante o processo germinativo em C. fissilis a Spd esteve presente em
maior quantidade durante todos os dias, exceto na plantula em crescimento no
17° dia. A Put, apesar de ser a segunda PA em maior concentragdo durante a
germinacao, somente diferiu estatisticamente da Spm, que esteve sempre em
menor concentracdo, na emissao radicular no 7° dia. Resultados similares foram
verificados durante a germinacdo de sementes de Arabidopsis thaliana (Puga-
Hermida et al., 2006), onde Spd também foi a PA em maior concentracdo durante

0 processo germinativo. Entretanto, nesta mesma espécie foi verificado que a
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adicdo de altas concentracdes de Put, além de tratamentos com Spd e Spm,
inibiu a germinagéo (Mizra e Bagni, 1991). Estes dados mostram a existéncia de
uma dindmica nas concentracdes de PAs e sugerem um papel estimulador de Put
e Spd na germinacéo de C. fissilis, como o observado por Sinska e Lewandowska
(2006) para sementes de maca (Malus domestica). Os resultados obtidos neste
trabalho sugerem que Spd é uma PA fundamental no processo germinativo de C.
fissilis. Desta forma, sugere-se que para C. fissilis 0 decréscimo observado nos
conteudos das PAs € um aspecto intrinseco da espécie e necessario a promog¢ao
da germinagao.

Observou-se um decréscimo das PAs, Spd e Spm durante todo processo
germinativo até a emissdo da radicula no 7° dia. Estes dados estdo de acordo
com os de Dias et al. (2009), os quais observaram um decréscimo de Spd e Spm
durante todo o evento germinativo em O. catharinenses. Estes autores também
verificaram um aumento de Put no inicio da germinacdo, com posterior
decréscimo e estabilizacdo durante o evento. Contrariamente, Pieruzzi et al.
(2011) trabalhando com O. odorifera verificaram um aumento nos conteudos de
PAs durante todo o evento, ocorrendo incremento nos niveis de Spm apoés a
protrusdo da radicula, enquanto Spd foi constante e Put decresceu apds este
evento.

Na plantula em crescimento, ao final do 17° dia, houve um aumento
significativo de Put e Spd e um decréscimo acentuado de Spm que diferiram
estatisticamente do 10° dia. O aumento de Put pode estar associado a divisdes
celulares que estdo ocorrendo nos tecidos jovens para promover o crescimento
da planta. Matilla et al. (1996) associam a diferenciacdo celular a altos niveis de
Spd e Spm, enquanto Put esta mais relacionada a divisao celular. Adicionalmente,
Kusano et al. (2008) sugerem que para algumas espécies Put e Spd sao
essenciais para embriogénese e crescimento, enquanto que Spm parece nao ser
essencial para o crescimento de plantas normais, estando mais associada ao
desenvolvimento embrionario, confirmando assim a importancia destas PAs
durante a germinacédo e desenvolvimento da plantula em C. fissilis.

Com relacdo a razdo das PAs [Put/(Spd+Spm)], observou-se que esta

manteve o mesmo perfil durante todo o processo germinativo de C.fissilis, sem
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diferencas estatisticas significativas. No entanto, na plantula em crescimento, no
17° dia, houve um aumento significativo da razao. (Fig. 10). Dias et al. (2009) e
Pieruzzi et al. (2011), verificaram um aumento da razao entre PAs na germinacao
de O. catharinensis e O. odorifera respectivamente, sendo este indicado como um
marcador do processo germinativo nestas espécies. No entanto, para C. fissilis a
razao entre PAs ndo pode ser considerada como um marcador do processo
germinativo. O maior valor de razdo observado na plantula, que difere
estatisticamente do periodo germinativo, pode ser em virtude das divisdes
mit6ticas que ocorrem nestes tecidos com intensa atividade de crescimento, onde
o contetdo de Put é fundamental para as divisbes celulares. Maki et al. (1991)
usando inibidores de sintese de Put em suspensdes celulares de Catharanthus
roseus verificaram que estes inibidores causaram uma parada na proliferacédo
celular impedindo a progresséo do ciclo da fase G1 para S. Este resultado indica
um papel indispensavel de Put na promocdo do ciclo celular e consequente

divisdes mitoticas.
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Figura 10: Razdo entre PAs [Put/(Spd+Spm)] durante a germinacdo de sementes de C. fissilis
antes (0) e apos 2, 5, 7, 10 e 17 dias de incubagdo. MF: Massa Fresca. Médias seguidas de letras
diferentes apresentam diferencas estatisticas significativas de acordo com o teste SNK (P<
0,05).(n=3; CV,az30 pas= 13,6%).
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Os resultados obtidos no presente estudo, além de serem inéditos para a
espécie, mostram o papel de amino&cidos, carboidratos e PAs no controle da
germinacdo em C. fissilis. Verificaram-se alteracfes no conteudo e tipo destes
compostos durante as diferentes fases da germinacdo, sugerindo 0 seu

envolvimento neste processo.

4. CONCLUSOES

e Sementes de C. fissilis iniciaram a protruséo radicular no 7° dia de embebicdo
e apresentaram um modelo trifasico de absor¢éo de agua;

e Concentracdes crescentes de aminodacidos livres totais foram verificadas ao
longo da germinacdo, onde treonina, citrulina e &cido glutdmico foram
observados em maior concentracao;

e O conteudo de carboidratos totais diminuiu durante o evento germinativo,
aumentando na plantula em desenvolvimento;

e A sacarose apresenta-se como o carboidrato majoritario, enquanto frutose e
glicose parecem ser carboidratos requeridos em pequenas quantidades
durante a germinacao;

e O conteudo de PAs totais é decrescente até a protrusao radicular;

e A Spd é a PA predominante durante processo germinativo de C. fissilis.
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3.2. IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE CARBOIDRATOS E
POLIAMINAS DURANTE O DESENVOLVIMENTO DE BROTACOES IN VITRO
DE Cedrelafissilis Vell. (MELIACEAE)

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi identificar e quantificar os niveis endbégenos de
carboidratos e poliaminas (Pas) durante o desenvolvimento de brotacfes in vitro
em C. fissilis. Plantulas germinadas in vitro foram utilizadas como fonte de
explantes. Segmentos nodais apicais e cotiledonares foram inoculados em meio
de cultura MS (Murashige e Skoog), na auséncia (O uM - controle) e presenca (2,5
HUM) de 6-benziladenina (BA). Ao final de 30 dias de cultivo foram obtidos dados
de crescimento e desenvolvimento das brotacbes. Amostras foram coletadas
antes da inoculagéo (tempo 0) e apos 3, 6, 10, 20 e 30 dias de incubacédo para
analise do contetdo de carboidratos e PAs por cromatografia liqguida de alta
performance (HPLC) . Explantes nodais apicais e cotiledonares mostraram uma
alta taxa de inducéo de brotacdes, com valores superiores a 94%. Maior niumero
de brotos por explantes foi obtido nos tratamentos com BA, enquanto o maior

comprimento das brotacdes foi verificado para explantes cotiledonares com BA.
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Foram detectados frutose, glicose e sacarose durante os dias de cultivo para
todos os tratamentos. As brotagdes exibiram um perfil similar de frutose e glicose
durante a incubacéo, com acréscimo no inicio, durante a inducéao das brotacoes,
decréscimo no meio da incubacdo e acréscimo novamente no final do cultivo,
quando ocorre o alongamento das brotacdes, sugerindo que estes dois
carboidratos estejam envolvidos na organogénese nesta espécie. O conteudo de
sacarose aumentou no inicio e diminuiu ao final do cultivo, sugerindo ser um
carboidrato essencialmente para o fornecimento de frutose e glicose necessarias
a inducdo e ao alongamento das brotacBes. Sugere-se que o0 BA estimula a
degradacédo de sacarose para o fornecimento de frutose e glicose. Verificou-se
gue os conteudos de putrescina (Put), espermidina (Spd) e espermina (Spm)
variaram nos diferentes tempos e tratamentos, sendo que em média foram
obtidos valores maiores para Put seguida de Spd e Spm. Este resultado sugere a
participagdo de Put e Spd nos eventos de divisdo e diferenciacdo, que estdo
ocorrendo nos tecidos em desenvolvimento. Verificou-se um aumento de PAs
totais no final do cultivo, sugerindo a atuacdo destas biomoléculas em eventos
celulares necessarios ao crescimento da plantula. A razdo entre PAs aumentou
no final do cultivo, pelo aumento de Put, indicando um biomarcador neste

processo regenerativo.

ABSTRACT

The objective of this work was to identify and quantify endogenous levels of
carbohydrates and PAs during in vitro shooting development in Cedrela fissilis.
Seedlings germinated in vitro were used as the source of explants. Apical and
cotyledonary nodal segments were inoculated in MS culture medium in absence (0
MM - controle) and presence (2,5 uM) of 6- benzyladenine (BA). After 30 days of
cultivation, data about shoot growth and development was obtained. Samples
were collected before inoculation (time 0) and after 3, 6, 10, 20 and 30 days of

incubation for analysis of carbohydrate and polyamines (PAs) amounts through



57

high-performance liquid chromatography (HPLC). Nodal apical and cotyledonary
explants showed a high rate of shooting induction with amounts greater than 94%.
A higher number of shoots per explants was obtained in treatments with BA, while
the highest shoot length was observed for cotyledonary explants with BA.
Fructose, glucose and sucrose were detected during the days of cultivation for all
treatments. Shoots showed a similar profile fructose and glucose during the
incubation, with an increase at the beginning, during the induction, a decrease in
the middle of the incubation process and another increase at the end of cultivation,
when the elongation of the shoots occurs, suggesting that these two
carbohydrates are involved in organogenesis in this species. An increase in the
amount of sucrose at the beginning and lower levels at the end of cultivation were
observed, suggesting that this carbohydrate supplies fructose and glucose
required for the induction and elongation of shoots. One may suggest that BA
stimulates the degradation of sucrose for the supply of fructose and glucose. It
was found that the amounts of Put, Spd and Spm varied in different times and
treatments, and greater amounts were obtained for Put, followed by Spd and Spm.
This result suggests the involvement of Put and Spd in the division and
differentiation events that are occurring in developing tissues. There is an increase
in the total amount of PAs at the end of cultivation, suggesting the presence of
these biomolecules in cellular events required for seedling growth. The ratio
among PAs increases at the end of cultivation, by the increase of Put, indicating a

biomarker in this regenerative process.

1. INTRODUCAO

A cultura de tecidos vegetais oferece técnicas importantes como uma
opcao para a multiplicacdo eficaz e melhoria de espécies vegetais dentro de um
curto periodo de tempo (Giri et al., 2004). Em especial, a cultura de tecidos pode

ser usada como uma estratégia para salvar diversas espécies florestais
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ameacadas de extincdo, principalmente aquelas que apresentam dificuldades de
propagacao por mecanismos naturais (Bunn et al., 2011).

O sucesso da regeneracao in vitro € especialmente dificil para espécies
recalcitrantes e depende do controle da morfogénese, que é influenciada por
vérios fatores, incluindo genéticos, tipo do explante, componentes nutricionais do
meio de cultura, reguladores de crescimento vegetal e condigbes de cultura. Duas
estratégias basicas usadas na micropropagacdo de espécies florestais sdo a
regeneracao direta e a indireta. A regeneracao indireta, por passar pela fase de
calo pode induzir variacdo somaclonal, tornando-se uma estratégia indesejavel
para a multiplicacdo clonal em larga escala. Portanto, a regeneracéo direta é o
método mais confidvel para a propagacéao clonal (Giri et al., 2004). Desta forma, a
grande maioria dos trabalhos com espécies arboreas disponiveis na literatura
utiliza a via direta, utilizando como explantes, segmentos nodais apicais e
cotiledonares para a inducdo de brotacBes in vitro (Pijut et al., 2012). Estes
explantes contém gemas axilares preexistentes, o que facilita a proliferacédo e
confere maior estabilidade genética as novas plantas resultantes da
micropropagacao (Giri et al., 2004).

Tradicionalmente, o desenvolvimento de brotacdes é induzido utilizando-
se meio de cultura enriquecido com citocininas que estimulam a divisdo celular,
podendo ser combinadas com outros compostos (Hartmann et al., 2002; Nicioli et
al., 2008). Elas desempenham um papel importante regulando diversos processos
que levam a proliferacdo e crescimento celular (Stoynova-Bakalova e Petrov,
2009). Dentre as citocininas, a 6-benziladenina (BA) € uma das mais utilizadas
para a promocao do desenvolvimento de gemas axilares, especialmente em
especies arbéreas (Giri et al., 2004). Este regulador de crescimento vegetal atua
superando a dominancia apical exercida pelas auxinas nos explantes de
segmentos nodais apicais e inibindo seu efeito sobre gemas de segmentos nodais
abaixo do apical, estimulando o desenvolvimento de brotagdes (Mohebalipour et
al., 2012). Porém, os mecanismos envolvidos na capacidade que as células
vegetais tém de regeneracdo in vitro ainda ndo s&do totalmente conhecidos.
Abordagens do metabolismo celular sdo essenciais para o conhecimento da

funcdo que as células vegetais exercem, e a cultura de tecidos pode ser usada
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como uma ferramenta importante na compreensao do processo (Bunn et al.,
2011).

Desta forma, estudos do metabolismo bioquimico que identifiquem os
niveis enddégenos de biomoléculas, como carboidratos e poliaminas (PAS)
envolvidas no desenvolvimento de brotacdes, em especial em espécies arboreas,
sdo pouco desenvolvidos, e sao fundamentais para entender oS mecanismos
envolvidos na capacidade celular de regeneracao.

Dentre estes compostos, os carboidratos sdo moléculas fornecedoras de
energia para a célula, e também estdo envolvidos em eventos de sinalizagédo
celular, transporte e expressao génica (Carrier et al.,, 1999; Smeekens et al.,
2010). Estes compostos atuam em VArios processos associados ao
desenvolvimento vegetal, tais como, embriogénese, germinacdo de sementes,
desenvolvimento de plantulas, formacéo de folhas e raizes (Gibson, 2005). Atuam
também como substrato para o crescimento e reguladores da morfogénese e
diferenciacdo celular (Smeekens, 2000), podendo ser moléculas-chave na
modulagdo dos processos morfogenéticos in vitro. No desenvolvimento de
brotacdes in vitro foi verificado que carboidratos adicionados ao meio de cultura
exercem papel fundamental no processo organogénico, atuando como agentes
osmoéticos, sendo absorvidos através da membrana plasméatica (Zohra et al.,
2009). Eles também atuam promovendo a inducdo e desenvolvimento de
brotacbes e a embriogénese somatica (Gemas e Bessa, 2006; Ceasar e
Ignacimuthu, 2010). Teores enddgenos de carboidratos durante a embriogénese
de Acca sellowiana indicam que estes estdo envolvidos no desenvolvimento de
embrides zigoticos e somaticos (Pescador et al., 2008). Entretanto, embora varios
estudos mostrem a importancia da suplementacdo de carboidratos no meio de
cultura para a organogénese in vitro, ndo existem muitos estudos mostrando o
metabolismo enddgeno destes compostos associados a este processo
morfogenético.

As PAs sao pequenas aminas alifaticas carregadas positivamente, que
devido a esta caracteristica, ligam-se a moléculas com carga negativa como DNA,
RNA e proteinas influenciando diretamente em processos de replicacdo,

transcrigcao, traducéo, divisdo e expanséao celular (Kuznetsov et al., 2006; Kusano,
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2008). As PAs sao importantes moduladoras de varios eventos celulares, atuando
em processos de desenvolvimento e crescimento vegetal, tais como, divisdo e
diferenciacdo celular, organogénese e embriogénese (Minocha etal., 1999;
Silveira et al.,, 2004, 2006; Santa-Catarina et al., 2006). As principais PAs
encontradas nos vegetais sao putrescina (Put), espermidina (Spd) e espermina
(Spm) (Bouchereau et al., 1999). Estudos mostram que a relacdo entre as PAs &
um importante biomarcador da regeneracdo em plantas (Shoeb et al., 2001).
Porém, ndo existem estudos mostrando os niveis endogenos de PAs durante a
organogénese in vitro para espécies arbéreas, em especial aquelas ameacadas
de extingao.

Cedrela fissilis Vellozo € uma arbérea nativa da Mata Atlantica, que
devido a sua importancia econémica para a producdo de madeira, foi
intensamente explorada ao longo dos anos. Atualmente, encontra-se ameacada
de extingdo na categoria em perigo (IUCN, 2010). Estudos visando estabelecer
protocolos de micropropagacédo foram desenvolvidos para esta espécie (Nunes et
al., 2002; Amaral 2006), bem como protocolos de regeneracao in vitro por meio da
embriogénese somaética (Vila et al.,2009), producao artificial e criopreservacao de
sementes (Nunes et al., 2003). Entretanto, até o momento, ndo existem estudos
que mostram o papel de carboidratos e PAs na organogénese in vitro desta
espécie.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi indentificar e quantificar os
niveis endodgenos de carboidratos e PAs durante o desenvolvimento de brotacdes

in vitro em C. fissilis.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material vegetal

Utilizaram-se segmentos nodais apicais e nodais cotiledonares como
explantes para a inducéo de brotagdes in vitro. Estes explantes foram obtidos a
partir de plantulas de C. fissilis germinadas in vitro. As sementes foram obtidas do

Viveiro Caicara localizado no Estado de S&o Paulo - SP.
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2.2. Inducao de brotagdes

Para a obtencdo dos explantes, sementes, apdés a assepsia, foram
inoculadas em meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado
com sacarose (20 g L™) e fitagel (2,0 g L™"). O pH do meio de cultura foi ajustado
para 5,7 antes da autoclavagem a 121 °C, a 1,5 atm por 15 min. Apls a
inoculacao, as sementes foram colocadas para germinar em sala de cultura com
fotoperiodo de 16 h, intensidade luminosa de 22 pmol m? s* e temperatura de
25+2 °C.

Plantulas com 60 dias de idade foram utilizadas como fonte de explante,
isolando-se segmentos nodais cotiledonares e nodais apicais (Fig. 1). A
metodologia utilizada para os estudos de inducdo de brotacdes baseou-se
naquela proposta por Nunes et al. (2002), inoculando-se os explantes em meio de
cultura com 2,5 uM (BA), o tratamento que propiciou a melhor resposta para
namero de inducdo de brotacbes por explante, e na auséncia de BA como

controle.

&
\

Explante
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Germinagao in vitro |

Plantulas com 60 dias

Explante nodal
cotiledonar

Figura 1: Esquema geral da obtencdo dos explantes de segmentos nodais apicais e nodais
cotiledonares a partir de plantulas de C. fissilis germinadas in vitro. Barras = 1 cm.
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Explantes de segmentos nodais apicais e nodais cotiledonares foram
inoculados em meio de cultura MS suplementado com sacarose (20 g L™), fitagel
(2,0 g L") e BA (0 e 2,5 pM). Desta forma, os tratamentos foram os seguintes:
explantes nodais apicais sem (AO) e com BA (A2,5) e explantes nodais
cotiledonares sem (C0) e com BA (C2,5). O pH foi ajustado para 5,7 e o meio (30
mL/frasco) foi distribuido em frascos de cultura (250 mL), seguido de
autoclavagem a 121 °C, a 1,5 atm por 15 min. Apds a autoclavagem, as culturas
foram mantidas em sala de cultura com fotoperiodo de 16 h e intensidade
luminosa de 22 pmol m? s™* a 25+2 °C.

Ao final dos 30 dias de cultura foram obtidos dados de percentagem de
inducdo de brotacBes, numero de brotos por explante e comprimento de
brotacbes. Para o estudo do metabolismo enddégeno de carboidratos e PAs
durante o desenvolvimento das brotagles, explantes cultivados nas condi¢des
citadas foram coletados antes da inoculacéo (tempo 0) e apés 3, 6, 10, 20 e 30

dias de incubacéao (Fig. 2).
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Figura 2: Aspectos morfolégicos dos explantes de segmentos nodais apicais (A) e nodais
cotiledonares (C) de C. fissilis durante o processo de inducdo e desenvolvimento de brotacées em
meio de cultura sem (0 uM) e com (2,5uM) de BA. A0 e A2,5: explantes nodais apicais sem e com
regulador de crescimento, respectivamente. CO e C2,5: explantes nodais cotiledonares sem e com
regulador de crescimento, respectivamente. Barras = 0,5 cm.
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As amostras coletadas foram congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -20 °C até a realizacao das andlises bioquimicas. O delineamento
experimental foi inteiramente casualisado. Para cada analise foram utilizados 25
repeticbes constituidas por um frasco com quatro explantes, sendo coletadas 3

amostras ao acaso de 5 frascos/tratamento em cada periodo de coleta.

2.3. Anaélises bioquimicas

2.3.1. Carboidratos
A andlise de carboidratos foi baseada na metodologia proposta por Filson
e Dawson-Andoh (2009), com modificacées, conforme descrito no item 2.6.2, do

capitulo 1.

2.3.2. Poliaminas
A andlise de PAs livres foi conduzida conforme descrito por Santa-

Catarina et al. (2006), conforme descrito no item 2.6.3, do capitulo 1.

2.4. Anédlise estatistica
Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste de
separacdo de médias SNK a 5 % (Sokal e Holhf, 1995) utilizando o software

Sistema para Anélises Estatisticas (SAEG®).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Inducéo de brotacdes

Ao analisar a resposta morfogénica in vitro dos explantes de C. fissilis
verificou-se uma alta percentagem de inducdo de brotacdes, com respostas
similares para todos os tratamentos, obtendo-se um percentual de inducao de 94
% e 95 % para os explantes nodais apicais sem (AO) e com BA (A2)5),

respectivamente, e de 97 % e 94 % para os explantes nodais cotiledonares sem



64

(C0O) e com BA (C2,5), respectivamente (Fig. 3A). Estes resultados sao similares
aos descritos por Nunes et al. (2002), os quais verificaram uma inducéo de 99 %
e 100 % para os explantes de segmentos nodais apicais e nodais cotiledonares,
respectivamente, em meio MS contendo 2,5 uM de BA. Uma inducdo de
brotacdes de 90 % a 100 % em explantes nodais cotiledonares sem a adicao de
BA também foi observada para C. fissilis (Amaral, 2006). Estes resultados
sugerem que, para esta espécie, ndo ha necessidade de reguladores de
crescimento para a inducéo de brotacdes e que ambos os explantes, segmentos
nodais apicais ou nodais cotiledonares, possuem resposta similar para este
parametro analisado.

Quanto ao parametro numero de brotos/explante verificou-se diferencas
estatisticas significativas quanto a adicdo de BA ao meio de cultura para ambos
0os explantes nodais apicais e nodais cotiledonares (Fig. 3B). Comparando os
tratamentos AO (apicais sem BA) e CO (cotiledonares sem BA), verificou-se que
houve diferenca significativa com médias de 1,15 e 1,95 brotos por explante,
respectivamente. Em Cedrela odorata verificou-se nestes mesmos tratamentos
(A0 e CO) um numero médio de 0,55 e 0,45 brotos/explante. Quando BA foi
adicionado ao meio obteveram-se os melhores resultados na concentragdo de
4,44 uM produzindo em média 1,45 e 1,5 brotos/explante tanto para explantes
nodais apicais quanto cotiledonares (Saldanha, 2010). Em C. fissilis, Nunes et al.
(2002) obtiveram uma meédia de 2,7 brotos/explante em explantes nodais
cotiledonares (C2,5), enquanto Amaral (2006) obteve 0 mesmo resultado quando
utiizou 5 uM de BA. Verificou-se que a concentracdo de reguladores de
crescimento vegetal adequados para proporcionar o maior nimero de brotos varia
dentro da mesma espécie e podem estar associados ao gendtipo da planta e a
fonte de explante.

Comparando-se o0s tipos de explantes nodais apicais (A2,5) e
cotiledonares (C2,5) na presenca de BA, verificou-se que ndo houve diferengas
significativas para numero de brotos/explante quando aplicado BA (Fig. 3B). Estes
dados indicam que explantes nodais apicais e cotiledonares apresentam resposta
morfogénica in vitro semelhante quando BA é usado como regulador de

crescimento. Por outro lado, segmentos nodais apicais quando inoculados em
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meio de cultura sem regulador de crescimento (AO) mostraram-se pouco eficazes
para induzir brotagbes quando comparados com os demais. Neste sentido, 0s
resultados sugerem que a suplementacdo do meio de cultura com BA é
necessaria para induzir um nimero maior de brotos/explantes nos dois tipos de
explantes utilizados, sendo recomendado seu uso nesta espécie. Varios estudos
mostram a importancia da aplicacao de citocininas em especial BA para a inducao
de brotacBes em explantes nodais de espécies arbéreas. Em Dalbergia sissoo e
Terminalia beleirica o uso de 4,44 uM de BA foi eficiente para o estabelecimento
de brotacdes in vitro em meio MS (Joshi et al., 2003; Ramesh et al., 2005),
enquanto que em Ceiba pentranda 2,2 uM de BA foi o suficiente para a
proliferacdo de brotos in vitro (Silva et al., 2010). A espécie Albizia odoratissima
foi micropropagada usando-se 3,3 UM BA (Borthakur et al., 2011). Similarmente,
em meristemas apicais de Nicotiana tabacum foi verificado que a concentracao de
3 UM de BA foi eficiente na inducé&o de brotos, enquanto a aplicacdo de 100 puM
inibiu o crescimento de gemas axilas e acelerou o processo de senescéncia
(Uzelac et al., 2012). Estudos mostram que as citocininas estdo envolvidas na
proliferacdo celular em plantas conduzindo ao crescimento e a morfogénese. Elas
atuam definindo o tamanho, atividade e manutencdo dos meristemas apicais por
meio de um controle no balanco entre divisdo e diferenciacdo celular (Uzelac et
al., 2012). Nestes tecidos as citocininas controlam o ciclo celular influenciando
nas transigoes entre as fases G1/S e G2/M durante a mitose (Uzelac et al., 2012).
Em células meristematicas de raiz em Vicia faba foi verificado que 0,54 uM de BA
acelerou a progressdo do ciclo celular através da ativacdo de ciclinas
dependentes de kinase em pontos de controle do ciclo (Polit et al., 2003).

Em relacdo ao comprimento das brotacbes, ndo héa diferencas
significativas comparando-se o0s explantes nodais apicais (AO) e nodais
cotiledonares (C0O) sem a suplementagdo de BA (Fig. 3C). Porém, para os dois
tipos de explantes (nodais apicais e nodais cotiledonares) suplementados com BA
(2,5 uM), verificaram-se diferencas significativas apenas para explantes nodais
cotiledonares, sendo este regulador de crescimento eficaz na promocao do

comprimento de brotagdes quando usado neste tipo de explante.
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Adicionalmente, verificou-se que explantes nodais apicais nao
apresentaram resposta significativa quando adicionado BA foi adicionado ao meio
de cultura, apresentando comprimento médio das brotacfes de 0,49 cm e 0,55 cm
para A0 e A2)5, respectivamente. Entretanto, para o0s explantes nodais
cotiledonares verificou-se que a adigcdo de BA (C2,5) foi eficiente, promovendo
brotacdes com um comprimento médio de 1,12 cm, comparativamente com 0s
explantes sem BA (CO0), os quais apresentaram comprimento médio de 0,49 cm
(Fig. 3C). Resultados contrarios foram observados para esta mesma espécie por
Nunes et al. (2002). Estes autores observaram comprimento médio de 1,1 cm
para o tratamento com explantes nodais apicais com 2,5 uM de BA (A2,5) e 1,7
cm para explantes nodais cotiledonares com 2,5 uM de BA (C2,5), enquanto para
explantes nodais cotiledonares sem BA (CO0) verificou-se um tamanho médio de 2
cm (Nunes et al., 2002). Ja4 em C. odorata o tratamento com explantes nodais
cotiledonares sem BA (CO0) apresentou média de 0,74 cm e o tratamento com 4,4
UM de BA resultou em 0,92 cm (Saldanha, 2010). Estes resultados sugerem que o
BA, apesar de resultar em resposta similar para numero de brotos em segmentos
nodais apicais e cotiledonares em C. fissilis (Fig. 3B), é fundamental para induzir
0 maior comprimento de brotacbes em segmentos nodais cotiledonares
comparativamente aos nodais apicais (Fig. 3C). Ribas et al. (2005) observaram
para Aspidosperma polyneuron uma tendéncia no aumento do nimero de brotos
por explante a medida que utilizou concentracdes crescentes (2,2; 4,4; 6,6 e 8,8
puM) de BA em explantes de segmentos nodais cotiledonares. Entretanto, estes
autores verificaram que a medida que as concentracdes foram aumentando houve
uma diminuicdo no comprimento das brotacdes. Também observaram que a
concentragcdo de 2,2 puM de BA produziu em média 2 brotos/explante,
corroborando com os resultados do presente trabalho,onde 2,5 uyM de BA
promoveu o0 maior numero de brotos/explante. Assim como em C. fissilis, a adicao
de BA também tem sido mais eficiente para promover a multiplicagcdo in vitro em
diversas espécies lenhosas, como Ficus carica (Fraguas et al.,2004), Swietenia
macrophylla (Schottz et al., 2007), Cabralea canjerana (Rocha et al., 2007) e C.
odorata (Saldanha, 2010).
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Além da presenca de BA, o tipo de explante mostrou ser fundamental
para o comprimento das brotacbes em C. fissilis, visto que explantes nodais
cotiledonares apresentaram maior comprimento na presenca de BA
comparativamente aos explantes nodais apicais. O balanco entre auxinas e
citocininas parece ser fundamental no alongamento de brotacdes em C. fissilis. A
auxina € transportada do apice caulinar para a base da planta formando um
gradiente de concentracdo ao longo do caule (Faria et al., 2007). Desta forma,
explantes nodais apicais teriam maior contetdo de auxina comparativamente aos
explantes nodais cotiledonares. Assim, o balanco entre auxinas e citocininas teria
influéncia direta no alongamento das brotagdes sendo a atuacao do BA favorecida
em explantes nodais cotiledonares por estes conterem, provavelmente, menor

conteudo de auxina endégena.
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Figura 3: Percentagem de inducdo de brotagBes (A), numero de brotos por expante (B) e
comprimento de brotos (C) em explantes nodais apicais e cotiledonares de C. fissilis nos
tratamentos AO e A2,5 (explantes nodais apicais sem e com 2,5 uM de BA, respectivamente) e CO
e C2,5 (explantes nodais cotiledonares sem e com 2,5 uM de BA, respectivamente). Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o SNK (P< 0,05).
Letras mailsculas apresentam diferencas estatisticas comparando-se os tratamentos A0 e CO e
A2,5 e C2,5. Letras mindsculas apresentam diferengas estatisticas entre a concentracdo de BA
para cada tipo de explante, apical ou cotiledonar. (Média, n= 25, CVpercentagem de indugso brotagao™
11,2%, Cvnumero de brotos— 12%, CVcomprimento das brotagdes ~ 5117%)-

3.2. Perfil bioquimico

3.2.1. Carboidratos

Niveis endogenos de carboidratos foram quantificados durante a inducao
e desenvolvimento de brotagbes visando entender melhor o papel destes
compostos na morfogénese in vitro de C. fissilis. O papel dos carboidratos na
cultura de tecidos tradicionalmente esta ligado a suplementacdo do meio de
cultura e as melhorias do potencial osmético (Nakagawa et al., 2001; Gaj, 2004).
Entretanto, estudos mostram que eles exercem ainda um papel importante na

sinalizacdo celular, atuando como agentes promotores do crescimento
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(Smeekens et al., 2010). Relatos na literatura da adicdo de carboidratos ao meio
de cultivo para a promog¢édo do desenvolvimento de brotacbes sdo comuns. No
entanto, ndo ha estudos associados ao metabolismo enddgeno destas
biomoléculas, principalmente em arbdlreas nativas da Mata Atlantica ameacadas
de extingao.

Dentre os carboidratos analisados no presente estudo verificou-se a
presenca de frutose, glicose e sacarose durante todos os dias de cultivo para
todos os tratamentos testados. Os niveis enddgenos de frutose (Fig. 4) no tempo
0 (explantes antes da inoculacdo) foram iguais para todos os tratamentos
utilizados. Ao longo da incubacao, verificou-se um aumento significativo deste
carboidrato no 3° dia em todos os tratamentos, provavelmente oriundo da
absorcdo de sacarose do meio e sua metabolizacdo gerando seus produtos,
frutose e glicose. Segundo Gema e Bessa (2006), a importacdo de carboidratos
do meio de cultura no comeco do cultivo é importante para iniciar a inducédo e
promover o crescimento das brotacdes. No 10° dia de cultivo houve um declinio
significativo no contetdo de frutose no tratamento com explantes nodais apicais
sem BA (A0), enquanto 0s demais tratamentos mantiveram-se com valores
semelhantes. Por outro lado, no 20° ao 30° dia houve um aumento dos contetudos
endogenos de frutose em relacdo ao 10° para os tratamentos com explantes
nodais apicais sem (AQ) e com BA (A2,5) e nodais cotiledonares com BA (C2,5),
enquanto para os explantes cotiledonares sem BA (CO) os niveis enddgenos se
mantiveram baixos e sem diferencas significativas durante todo o tempo de
cultivo. Ao final dos 30° dia verificou-se um aumento significativo de frutose para
os dois tipos de explantes em meio contendo BA em relacdo ao controle (sem a
adicdo de BA). Os maiores conteudos de frutose no inicio e no final do cultivo
sugerem uma participacdo deste carboidrato nos processos de indugdo e
alongamento das brotagOes, respectivamente. Resultados similares foram
verificados para brotacdes obtidas a partir de calos em Digitalis lanata (Zohra et
al., 2009). Adicionalmente, em explantes nodais de Anacardium occidentale foi
verificado que a frutose é essencial para promover o comprimento das brotacdes,
enguanto maltose aumenta o numero de brotos (Gema e Bessa, 2006). O efeito

de frutose no alongamento de brotactes também foi relatado para Prunus cerasus
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(Borkowska e Szczerba, 1991). Para C. fissilis, a menor concentracao de frutose
em explantes nodais cotiledonares sem BA (CO) no final do cultivo, em relacao
aos demais tratamentos, pode estar relacionada com o menor comprimento médio
destas brotacbes neste tratamento, sugerindo que frutose tem um papel
fundamental para o alongamento de brotos nesta espécie. Adicionalmente, a
adicdo do regulador de crescimento BA aumentou os niveis endodgenos de frutose
nos ultimos dias de cultivo em C. fissilis, sugerindo a existéncia de uma rede de
sinalizacado entre o metabolismo de acgUcares e o0s reguladores de crescimento
vegetal, na qual as citocininas poderiam estar atuando na indugao de invertases e
transportadores de hexoses regulando o metabolismo de acucares, conforme
relatado por Gibson (2003).
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Figura 4: ConteGdo endégeno de frutose (mg.g* de MF) em explantes de segmentos nodais
apicais e cotiledonares de C. fissilis antes (0) e ap6s 3, 6, 10, 20 e 30 dias de cultivo. A0 e A2,5:
explantes nodais apicais sem e com 2,5 uM de BA, respectivamente. CO e C2,5: explantes nodais
cotiledonares sem e com 2,5 uM de BA, respectivamente. Médias seguidas pela mesma nao
diferem estatisticamente entre si de acordo com o SNK (P< 0,05). Letras minusculas diferentes
apresentam diferencas estatisticas entre si em cada tempo de incubacdo comparando todos os
tratamentos. Letras mailsculas diferentes apresentam diferencas estatisticas entre os diferentes
tempos de incubacgéo para cada tratamento. (Média, n= 3, CV= 21,6 %).
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Analisando o contetdo enddgeno de glicose verificou-se que ndo houve
diferenca estatistica significativa no tempo 0 para os dois tipos de explantes antes
da inoculacéo nos diferentes tratamentos testados (Fig. 5). No entanto, houve um
aumento nos niveis enddgenos deste carboidrato no 3° dia de incubacéo, porém
sem diferenca estatistica significativa em relacdo ao tempo 0 apenas para 0s
explantes de segmentos nodais cotiledonares com BA (C2,5). Ao analisar os
conteudos de glicose do 6° ao 10° dia observou-se uma estabilidade no contetdo
para os tratamentos de explantes nodais apicais com BA (A2,5) e nodais
cotiledonares sem (C0) e com BA (C2,5), porém houve uma significativa reducéo
do contetdo deste acglcar nos explantes nodais apicais sem BA (A0). Valores
maiores de glicose foram encontrados do 20° ao 30° de cultivo para os explantes
nodais apicais sem (AO) e com BA (A2,5) e cotiledonares com BA (C2,5) (Fig.5).
Os explantes nodais cotiledonares sem BA (C0) néo apresentaram diferencas no
conteudo de glicose durante todo o periodo de cultivo.

Comparativamente, verificou-se que frutose e glicose exibiram um perfil
de variacdo similar durante a inducéo e desenvolvimento das brotacbes em C.
fissilis (Figs. 4 e 5). A dinamica destes carboidratos seguiu um padrdo de
acréscimo no inicio (até o 3° dia), decréscimo no meio (entre 6° e o 10° dia) e
acréscimo novamente no final da incubacdo, sugerindo que estes dois
carboidratos podem estar diretamente envolvidos na inducao de brotos, que se da
no inicio da incubacédo, e no alongamento das brotacfes, que se da no final da
incubacdo. Adicionalmente, o aumento no conteudo destes dois carboidratos
verificados no inicio da incubacdo neste trabalho pode ser associado com a
mesma percentagem de inducdo de brotacbes encontradas para todos o0s
tratamentos, sugerindo a atuacao da glicose e frutose na inducédo das brotacdes.
Similarmente, Gema e Bessa (2006) verificaram que a adicdo de maltose e
frutose ao meio de cultura aumentou a inducéo de brotacbes em genotipos de A.
occidentale. Estes autores relatam que glicose e frutose seriam as primeiras
moléculas a atuarem na sinalizagdo enquanto o papel da sacarose seria
inicialmente de fornecimento destas hexoses para somente depois atuar também
como sinalizadora no processo de desenvolvimento das brotacdes. E possivel

que, o aumento destas hexoses no inicio da incubacdo esteja associado a
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absorcdo e degradagédo da sacarose (Fig. 6) para fornecer frutose e glicose
necessarias a sinalizacdo para a inducdo e alongamento das brotacoes.
Adicionalmente, verificou-se, de um modo geral, que o aumento das hexoses
frutose e glicose no final da incubacéo pode estar relacionado com o alongamento

das brotacdes em C. fissilis.
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Figura 5: Contetdo enddgeno de glicose (mg.g'1 de MF) em explantes de segmentos nodais
apicais e cotiledonares de C. fissilis antes (0) e ap6s 3, 6, 10, 20 e 30 dias de incubacgéo. A0 e
A2,5: explantes nodais apicais sem e com 2,5 uM de BA, respectivamente. CO e C2,5: explantes
nodais cotiledonares sem e com 2,5 uM de BA, respectivamente. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste SNK (P< 0,05). Letras
minUsculas diferentes apresentam diferencas estatisticas entre si em cada tempo de incubagéo
comparando todos os tratamentos. Letras mailsculas diferentes apresentam diferencas
estatisticas entre os diferentes tempos de incubacdo para cada tratamento. (Média, n= 3, CV=
29,2%).

Como verificado para frutose e glicose, o conteudo de sacarose também
aumentou até o 3° dia de incubacao para todos os tratamentos, sendo significativo
estatisticamente para A0, A 2,5 e CO (Fig. 6). Este aumento sugere uma intensa
absorcédo da sacarose adicionada no meio de cultura, o qual também €& importante
para o fornecimento de hexoses, como frutose e glicose, por meio de sua

degradacéo.
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Para os explantes nodais apicais sem BA (AO) verificou-se valores
similares no conteddo de sacarose até o 20° dia, seguido de um aumento
significativo no 30° dia de incubacdo, quando se verificou as maiores
concentracdes deste carboidrato comparativamente aos demais tratamentos (Fig.
6). Em explantes nodais apicais na presenca de BA (A2,5) verificou-se uma
estabilidade no contetdo de sacarose do 3° até o 6° dia, porém em menor
concentracdo que nos mesmos explantes sem BA (A0), seguido de um
decréscimo significativo do 6° até o 10° dia, mantendo valores similares até o 30°
dia de incubacéo.

Nos explantes nodais cotiledonares sem a adicdo de BA (C0O) houve uma
reducdo no conteudo de sacarose entre o0 3° e 6° dia de incubacéo, aumentando
significativamente no 10° dia, declinando significativamente no 20° dia e
mantendo-se estavel até o 30° dia de incubacéao (Fig. 6). Para os explantes nodais
cotiledonares mantidos na presenca de BA (C2,5) ndo houve diferenca estatistica
significativa durante o periodo de incubacao, entretanto, observou-se uma leve
reducdo do 3° ao 10° dia, seguido de pequeno aumento do 20° ao 30° dia de
incubacdo. Em explantes nodais cotiledonares de Bixa orellana foi verificado que
sacarose, juntamente com glicose, adicionadas em meio MS na concentracao de
87,6 mM, foram os melhores carboidratos tanto para inducdo quanto para niumero
de brotos por explante (Neto et al., 2003). Desta forma, as variacdes encontradas
nestes tratamentos sugerem uma dindmica no metabolismo de sacarose durante
a inducdo e alongamento de brotacbes, que pode estar associada ao
fornecimento de hexoses necessarias aos eventos morfogénicos em C. fissilis.

As menores concentra¢cfes de sacarose foram encontradas nos explantes
nodais apicais com BA (A2,5), e nodais cotiledonares sem (C0O) e com BA (C2,5).
No entanto, este fato ndo afetou a indugcdo de brotacdes nestes tratamentos,
corroborando com os resultados encontrados por Debnath (2004). Este autor
verificou que concentragcdes menores de sacarose adicionadas ao meio de cultura
também estimularam a inducéo de brotagbes em Vaccinium angustifolium.

A sacarose é considerada o melhor carboidrato para a suplementagdo no
meio de cultura (Fuentes et al., 2000; Neto et al.,, 2003). Isto se deve a sua

eficiente absorcdo por meio da membrana plasmatica (Borkowska e Szczerba,
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1991). Neste trabalho a sacarose exdgena parece ser um carboidrato essencial
para a inducdo e o crescimento das brotagdes, sendo absorvido pela membrana
plasmatica para fornecer frutose e glicose necessarias a estes eventos

morfogenéticos em C. fissilis.
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Figura 6: Contetido endégeno de sacarose (mg.g” de MF) em explantes de segmentos nodais
apicais e cotiledonares de C. fissilis antes (0) e apos 3, 6, 10, 20 e 30 dias de incubacéo. A0 e
A2,5: explantes nodais apicais sem e com 2,5 uM de BA, respectivamente. CO e C2,5: explantes
nodais cotiledonares sem e com 2,5 uM de BA, respectivamente. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste SNK (P< 0,05). Letras
minUsculas diferentes apresentam diferencas estatisticas entre si em cada tempo de incubagéo
comparando todos os tratamentos. Letras mailsculas diferentes arepresentam diferencas
estatisticas entre os diferentes tempos de incubacédo para cada tratamento. (Média, n= 3, CV=
21,4%).

Adicionalmente, comparando os niveis enddégenos de frutose, glicose e
sacarose observou-se uma diminuicdo dos niveis de sacarose e aumento de
frutose e glicose, principalmente no periodo final de cultivo entre o 20° e 30° dias
de incubacdo nos explantes nodais apicais e nodais cotiledonares incubados na
presenca de 2,5uM de BA. Estes resultados sugerem que este regulador de
crescimento pode estar estimulando, simultaneamente, (a) a atividade de
invertases extracelulares presentes no apoplasto que degradam sacarose em

frutose e glicose e (b) transportadores de hexoses presentes na membrana
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plasmética, os quais transportam frutose e glicose para dentro das células em
pontos com intensa atividade de crescimento (Roitsch e Ehne, 2000).
Adicionalmente, estudos mostram que reguladores de crescimento vegetal podem
interagir com outros componentes do meio de cultura, como carboidratos e fontes
de nitrogénio, e influenciar a resposta morfogenética (Jeannin et al., 1995; Ahn et
al., 1996). Desta forma, a funcdo do BA como regulador de crescimento n&o
estaria somente associada a promocdo da divisdo celular, mas também ao
metabolismo de carboidratos durante a organogénese em C. fissilis. Segundo
Roitsch e Ehne (2000), as citocininas induzem a agéo de invertases extracelulares
e transportadores de hexoses. Desta forma, atuariam promovendo a entrada de
frutose e glicose nas células em pontos de crescimento, as quais atuariam na
regulacao génica.

Neste trabalho analisou-se o perfil e conteldo dos carboidratos frutose,
glicose e sacarose durante a morfogénese in vitro, 0S quais apresentam
conteudos diferenciados ao longo da incubacdo, indicando sua atuacdo em
pontos especificos durante o desenvolvimento de brotacdes em C. fissilis.
Sugere-se que eles tenham um papel importante nos eventos celulares que levam
a inducédo e desenvolvimento de brotacfes, atuando como agentes sinalizadores

do crescimento e ndo somente como moléculas fornecedoras de energia.

3.2.2. Poliaminas

Analisaram-se os conteudos enddgenos de PAs livres durante a indugéo
e o0 desenvolvimento de brotacfes in vitro em C. fissilis. As PAs sdo compostos
gue atuam em Varios processos fisiologicos nas plantas. Elas estdo associadas a
processos de divisédo, diferenciacdo e alongamento celular atuando em eventos
de crescimento e desenvolvimento tais como, desenvolvimento de embrides
zigodticos, germinacdo de sementes, rizogénese ou ainda ligadas a resposta a
estresses ambientais (Santa-Catarina et al., 2006; Kusano at al., 2008; Naija et
al., 2009; Pieruzzi et al., 2011).

Foi analisado o conteudo de PAs livres totais durante o periodo de
incubacdo dos dois tipos de explantes nos diferentes tratamentos testados (Fig.

7). Verificou-se que o contetudo de PAs livres totais ndo diferiu significativamente
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no tempo 0, em explantes nodais apicais e cotiledonares antes da inoculagao,
ocorrendo diferencas estatisticas significativas apenas no 30° dia de incubacéo.

Para os explantes nodais apicais inoculados em meio de cultura sem BA
(AO) nédo houve diferencas significativas durante todo o periodo de cultivo. Por
outro lado, explantes nodais apicais na presenca de BA (A2,5) apresentaram
aumento significativo no conteudo de PAs livres totais no 30° dia de cultivo,
guando apresentaram conteudo superior aos demais tratamentos (Fig. 7).

Para os explantes cotiledonares sem (C0) e com BA (C2,5), observou-se
um aumento significativo no conteldo de PAs livres a partir do 20° dia de
incubagéo, apresentando no 30° dia valores similares entre si e significativamente
superiores aos demais dias de incubacéo.

O maior conteudo de PAs livres totais para os explantes nodais apicais
com BA (A2,5) e cotiledonares sem (CO) e com (C2,5) BA no 30° dia de incubacéo
esta associado aos maiores contetudos de Put encontrados neste periodo (Fig. 8),
resultando possivelmente no maior numero de brotos/explante (Fig. 3B)
observado nestes mesmos tratamentos apos 30 dias de incubacéo.

Estudos mostram que os niveis de PAs sao, geralmente, altos em células
meristematicas em divisdo (Li e Burrit, 2003). Deste modo, 0 aumento no
conteudo de PAs livres totais observado no final da incubacdo pode estar
associado ao crescimento das brotacdes, uma vez que estes tecidos estdo em

intensa atividade de diviséo, diferenciacéo e alongamento celular.
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Figura 7: Contetudo enddgeno de PAs livres totais (ug.g'1 de MF) em explantes de segmentos
nodais apicais e cotiledonares de C. fissilis antes (0) e ap6s 3, 6, 10, 20 e 30 dias de incubacao.
A0 e A2,5: explantes nodais apicais sem e com 2,5 uM de BA, respectivamente. CO e C2,5:
explantes nodais cotiledonares sem e com 2,5 uM de BA, respectivamente.Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste SNK (P< 0,05). Letras
minUsculas diferentes apresentam diferencas estatisticas entre si em cada tempo de incubagéo
comparando todos o0s tratamentos. Letras mailsculas diferentes arepresentam diferencas
estatisticas entre os diferentes tempos de incubac¢do para cada tratamento (Média, n=3, CV=
30%).

Analisando as diferentes PAs, verificou-se que os conteudos de Put, Spd
e Spm variaram nos diferentes periodos de incubacdo e tratamentos utilizados,
sendo verificado conteados maiores para Put, seguido de Spd e Spm (Figs. 8,9 e
10). Resultados similares foram verificados para tecidos medulares haploides e
diploides de N. tabacum cultivados in vitro, onde foi demonstrada uma alta
concentracdo enddgena de Put seguida de Spd e Spm (Carone et al., 2010).

Analisando-se os contetudos de Put (Fig.8) verificou-se que o conteudo
desta PA determinou o perfil do contetdo de PAs livres totais (Fig. 7) ao longo da
incubacdo. Adicionalmente, verificou-se que n&do houve diferenca significativa
entre 0s niveis enddégenos Put no tempo 0 para os dois tipos de explantes antes
da incubacdo, sugerindo que ndo ha diferengas significativas para esta PA nos

dois tipos de explantes utilizados, nodais apicais e nodais cotiledonares.
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Para os explantes nodais apicais sem (AO) e com BA (A2,5), verificou-se
aumento significativo no conteddo de Put durante os primeiros 3 dias de
incubacdo, mantendo-se estavel até o 6° dia, ocorrendo um aumento significativo
do 10° ao 30° dia de incubacéo, quando os conteudos se mantiveram similares
para AO e aumentaram significativamente nos explantes nodais apicais com BA
(A2,5). Este resultado mostra que a adicdo de BA ao meio de cultura induziu um
aumento significativo no contetdo de Put em explantes nodais apicais.

Para os explantes nodais cotiledonares sem (C0) e com BA (C2,5), o
contetido de Put ndo variou do tempo 0 até o 6° dia de incubacao, aumentando no
20° e 30° dias de incubacao, com valores significativamente maiores no final do
cultivo. Estes dados sugerem que segmentos nodais cotiledonares resultam em
um aumento na quantidade de Put livre ao final da incubacao, independente da
presenca de BA no meio de cultura.

Quando se comparou o contetdo de Put entre os diferentes tratamentos,
verificou-se valores superiores no final da incubacdo para os explantes nodais
apicais com BA (A2,5), seguido dos explantes nodais cotiledonares sem (CO) e
com BA (C2,5). Por outro lado, os explantes nodais apicais sem BA (AO)
apresentaram valores inferiores neste periodo. Estes resultados sugerem que a
Put pode estar associada ao maior numero de brotos/explante (Fig. 3B) verificado
nestes tratamentos ao final da incubacdo. Em N. tabacum foi verificado que
maiores contetdos de Put comparativamente a Spd e Spm podem estar
associados a divisdo e totipoténcia celular em protoplastos obtidos de folhas
completamente expandidas de culturas in vitro (Papadakis et al.,, 2005).
Adicionalmente, estudos com esta mesma espécie revelam que a sintese de Put
€ maior em meristemas apicais da parte aérea e da raiz (Paschalidis e
Roubelakis-Angelakis, 2005). Estes autores colocam que elevadas concentracdes
de Put nos meristemas apicais do caule e da raiz devem-se ao fato de que estes
locais sdo sitios de intensa atividade mitGtica para promover o crescimento da
planta. Neste sentido, os maiores conteudos de Put no 30° dia de incubacdo
podem estar associados a intensa divisdo celular que estd ocorrendo nestes
tecidos para o crescimento das novas brotagcdes. Segundo Paschalidis e

Roubelakis-Angelakis (2005), as divisdes celulares s&o intensas durante o
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desenvolvimento das folhas, apds este evento ha uma progressiva diminuicéo e
aumento da expansdo celular nestes 6rgdos em N. tabacum, sugerindo desta
forma a correlacéo entre a presenca de folhas em desenvolvimento nas brotactes

e as elevadas concentracfes de Put encontradas no presente trabalho.
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Figura 8: Conteldo enddgeno de Put livre (ug.g"l de MF) em explantes de segmentos nodais
apicais e cotiledonares de C. fissilis antes (0) e apos 3, 6, 10, 20 e 30 dias de incubacdo. A0 e
A2,5: explantes nodais apicais sem e com 2,5 uM de BA respectivamente. CO e C2,5: explantes
nodais cotiledonares sem e com 2,5 uM de BA, respectivamente.Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste SNK (P< 0,05). Letras
minUsculas diferentes apresentam diferengas estatisiticas entre si em cada tempo de incubacgéo
comparando todos os tratamentos. Letras mailsculas diferentes arepresentam diferencas
estatisticas entre os diferentes tempos de incubacédo para cada tratamento. (Média, n= 3, CV=
8,1%).

Quando se relaciona as concentracoes de Put com o numero de
brotos/explante e comprimento das brotacdes verifica-se uma baixa concentracao
de Put para os explantes nodais apicais sem BA (AO) ao final do cultivo. Este fato
pode estar associado ao menor comprimento de brotacdes observado neste
tratamento. Por outro lado, elevadas concentracbes encontradas em explantes
nodais apicais com BA (A2,5) indicam um papel estimulador do BA para sintese
de Put, porém sem promocéo do crescimento (Fig. 3C), mas com promocao da

inducéo de brotacdes, que é resultante principalmente de divisbes celulares (Fig.
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3B). Similarmente, Francisco et al. (2008) verificaram em Colocasia esculenta que
0s maiores teores de Put enddégena no desenvolvimento de brotagfes foram
encontrados em tratamento com adicdo de 5 uM de BA em associacdo com 10
UM de acido idolacético (AlIA) em meio MS.

Analisando os conteudos de Spd (Fig. 9) verificou-se que estes sao
similares no tempo O para os dois tipos de explantes (nodais apicais e
cotiledonares) antes da incubacéo, diferindo durante o periodo de cultivo apenas
no 10° dia onde foi significativamente maior para explantes nodais apicais com BA
(A2,5). Para explantes nodais apicais sem (AO) e com BA (A2,5) houve um
aumento significativo até o 3° dia de incubacdo, sem diferencas significativas
entre estes dois tratamentos. No 10° dia houve um aumento significativo em
explantes nodais apicais com BA (A2,5). Do 20° ao 30° dia foi observada uma
estabilizacdo nas concentracbes, sem diferencas estatisticas significativas das
observadas no 3° e 6° dia de incubacéao.

Em explantes nodais cotiledonares sem BA (C0) e com BA (C2,5)
verificou-se um perfil similar ao encontrado para explantes nodais apicais,
ocorrendo diferencas entre estes tratamentos apenas no 10° dia de incubacao
onde segmentos nodais cotiledonares com BA (C2,5) apresentaram menor
conteudo em relacéo ao tratamento sem BA (CO).

As concentracdes similares e a estabilidade no conteuddo de Spd
encontradas em todos os tratamentos sugerem uma regulacdo celular do
metabolismo desta PA durante o cultivo in vitro das brotacdes em C. fissilis. Este
resultado mostra uma distribuicdo mais uniforme desta PA durante o cultivo com
menores diferencas temporais em relacdo a Put. Sugere-se também que pode
estar havendo uma conjugacdo de Spd, favorecendo a atuacdo de Put nos
eventos de divisdo celular. O aumento até o 3° dia pode estar relacionado a
atuacdo da Spd nos eventos de diferenciacdo celular necessarios a formacao dos
novos tecidos que irdo formar a nova planta. Estudos mostram que concentragdes
maiores de Spd e Spm tém sido associadas ao alongamento e diferenciacao
celular, enquanto Put estaria relacionada com a diviséo celular (Papadakis et al.,
2005). Quanto a suplementac¢do do meio de cultura com BA verificou-se que este

regulador de crescimento vegetal n&do interfere no metabolismo de Spd, uma vez
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que o conteludo desta PA nado foi significativamente aumentado ao longo da
incubagéo quando BA foi adicionado ao meio de cultura.
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Figura 9: Contetdo enddgeno de Spd livre (ug.g'1 de MF) em explantes de segmentos nodais
apicais e cotiledonares de C. fissilis antes (0) e ap6s 3, 6, 10, 20 e 30 dias de incubac¢éo. AO e
A2,5: explantes nodais apicais sem e com 2,5 uM de BA,respectivamente. CO e C2,5: explantes
nodais cotiledonares sem e com 2,5 uM de BA, respectivamente. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste SNK (P< 0,05). Letras
minUsculas diferentes apresentam diferencas estatisticas entre si em cada tempo de incubagéo
comparando todos o0s tratamentos. Letras mailsculas diferentes arepresentam diferencas
estatisticas entre os diferentes tempos de incubacdo para cada tratamento (Média, n= 3, CV=
12,1%).

Em relagcdo a Spm, verificou-se que esta PA foi encontrada em menor
concentracdo comparativamente a Put e Spd durante a inducdo e
desenvolvimento das brotagdes em C. fissilis. Adicionalmente, diferente de Put e
Spd, houve uma reducéo significativa desta PA do tempo O (explantes antes da
incubacédo) para o 3° dia de incubacdo sem diferenca entre os tratamentos neste
tempo (Fig.10).

Em explantes nodais apicais sem BA (AO) verificou-se um aumento no
contetdo de Spm do 10° ao 30° dia de incubacédo. Para explantes nodais apicais
com BA (A2,5) ocorreu um aumento do 3° ao 10° dia seguido de reducéo

significativa no 20° dia e aumento também significativo no 30° dia.
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Para explantes nodais cotiledonares sem BA (C0) ocorreu um aumento no
contetdo até o final do cultivo, enquanto nos com BA (C2,5) verificou-se uma
reducdo do 6° ao 10° dia com posterior aumento e reducédo significativa do 20° ao
300 dia.

A diminuicdo dos contetdos enddégenos de Spm no inicio do cultivo pode
estar associada a uma degradacao ou conjugacdo de Spm, embora esta analise
nao tenha sido realizada. Ressalta-se que a conjugacdo pode ser considerada
uma forma de controle intracelular das concentracbes de PAs nas células
vegetais, regulando o seu metabolismo (Katerova e Todorova, 2009). Os
aumentos no contetdo de Spm verificados ao final do cultivo para todos os
tratamentos podem estar associados a participacdo desta PA no alongamento
celular necesséario ao crescimento das folhas em desenvolvimento, conforme

sugerido por Paschalidis e Roubelakis-Angelakis (2005).
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Figura 10: Conteudo enddégeno de Spm livre (ug.g"l de MF) em explantes de segmentos nodais
apicais e cotiledonares de C. fissilis antes (0) e apos 3, 6, 10, 20 e 30 dias de incubacdo. A0 e
A2,5: explantes nodais apicais sem e com 2,5 uM de BA,respectivamente. CO e C2,5: explantes
nodais cotiledonares sem e com 2,5 uM de BA, respectivamente.Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste SNK (P< 0,05). Letras
minUsculas diferentes apresentam diferencas estatisticas entre si em cada tempo de incubagéo
comparando todos os tratamentos. Letras mailsculas diferentes arepresentam diferencas
estatisticas entre os diferentes tempos de incubacdo para cada tratamento (Média, n= 3, CV=
12,3%).
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Analisou-se a razédo das PAs [Put/(Spd+Spm)] durante a inducéo e O
desenvolvimento de brotacbes em C. fissilis. Verificou-se que ndo houve
diferencas significativas entre os tratamentos no mesmo tempo e entre 0s
diferentes tempos até o 10° dia de incubacéo (Fig. 11). Também, observou-se que
para explantes nodais apicais sem BA (A0) nao houve diferengas significativas ao
longo de todo o periodo de incubacdo. No entanto, para explantes nodais apicais
com BA (A2,5) houve um expressivo aumento entre o 20° e o 30° dia de
incubacéo, sendo este superior aos demais tratamentos.

Para explantes nodais cotiledonares sem BA (CO) foi verificado um perfil
similar ao de explantes nodais apicais com BA (A2,5), porém em menor
concentracdo. Por outro lado, explantes nodais cotiledonares com BA (C2,5) ndo
apresentaram aumento entre o 20° e 30° dia. Estudos sugerem que um aumento
na razdo das PAs esta relacionado com os tecidos em intensa divisdo celular,
pela maior concentragcdo de Put, enquanto um baixo valor esta associado a taxas
de alongamento e diferenciacao celular (Papadakis et al.,2005).

Baixos valores de razdo das PAs até o 10° dia indicam o envolvimento
das PAs, Spd e Spm associadas ao alongamento e diferenciacdo celular,
enquanto os altos valores encontrados no final do cultivo, decorrentes do maior
conteudo de Put, mostram que neste periodo podem estar ocorrendo 0s eventos
mitoticos necessarios ao crescimento dos brotos. Em outros eventos
morfogénicos em arbdreas, como embriogénese zigbtica e germinacdo de
sementes, verificou-se uma diminuicdo da razdo ao longo destes processos
associada principalmente a aumentos nos niveis de Spd e Spm necessarios ao
alongamento celular (Santa-Catarina et al., 2006; Dias et al., 2009; Pieruzzi et al.,
2011). Shoeb et al. (2001) sugerem que a razdo entre PAs constitui um
importante biomarcador da capacidade regenerativa em plantas. Entdo, valores
menores de razdo no come¢o da incubagdo podem ser importantes para a
diferenciacao celular enquanto valores maiores no final estariam associados a

divisdes mitdticas necessarias ao crescimento.
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Figura 11. Razdo entre PAs [Put/(Spd+Spm)] em explantes de segmentos nodais apicais e
cotiledonares de C. fissilis antes (0) e apés 3, 6, 10, 20 e 30 dias de incubacdo. A0 e A2,5:
explantes nodais apicais sem e com 2,5 uM de BA, respectivamente. CO e C2,5: explantes nodais
cotiledonares sem e com 2,5 uM de BA, respectivamente. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste SNK (P< 0,05). Letras minulsculas
diferentes apresentam diferencas estatisticas entre si em cada tempo de incubagdo comparando
todos os tratamentos. Letras mailsculas diferentes arepresentam diferencas estatisticas entre os
diferentes tempos de incubacédo para cada tratamento. (Média, n=3, CV= 25,6%).

Embora analises tenham sido realizadas em nivel de gene para outros
sistemas (Janne et al., 2004), informacdes disponiveis sobre o papel de PAs no
desenvolvimento das plantas em cultura de tecidos, ainda sao restritas. Sabe-se
gue elas sao importantes moduladores da organogénese (Alcazar et al., 2010),
embora a sua atuacdo ainda nado esteja bem conhecida. As alteracbes nos
conteudos de PAs durante o cultivo in vitro de explantes de origem caulinar em C.
fissilis sugerem que estes compostos podem estar relacionados com a inducgéo e
o desenvolvimento de brotacdes, uma vez que o0s seus niveis foram alterados

durante os diferentes periodos de incubacgao.
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4. CONCLUSOES

Em C. fissilis ndo houve necessidade de reguladores de crescimento vegetal
para inducéo de brotac6es em explantes nodais apicais e nodais cotiledonares;
A adicao de BA ao meio de cultura promoveu um maior numero de brotos por
explante em explantes nodais apicais e nodais cotiledonares, sendo este
regulador de crescimento importante para a resposta morfogénica in vitro nesta
espécie;

A adicdo de BA promoveu um maior comprimento de brotacbes em explantes
nodais cotiledonares;

Foram detectados frutose, glicose e sacarose durante a inducdo e
desenvolvimento das brotacdes em C. fissilis;

A adicdo de BA reduziu o contetdo enddgeno de sacarose para o fornecimento
de frutose e glicose;

O conteudo de PAs totais foi crescente ao longo da incubacao;

A adicdo de BA induz um aumento no conteddo de Put em explantes nodais
apicais ndo influenciando sua sintese em explantes nodais cotiledonares;
Conteudo enddégeno de Put estd associado com o0 maior numero de
brotos/explante em explantes nodais apicais com BA e nodais cotiledonares
com e sem BA;

Spd parece ser uma PA néo essencial para a inducdo e desenvolvimento das
brotacdes, pois ndo apresentou alteragdes significativas ao longo da incubacao
nos diferentes tratamentos;

A adicdo de BA néo interferiu no conteudo enddgeno de Spd;

A Spm esté associada a promocdo do alongamento das brotagdes no final da
incubacéo;

A razdo entre as PAs aumentou no final do cultivo, sendo apontada como um

biomarcador para a capacidade regenerativa de C. fissilis.



86

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alcazar, R., Altabella, T., Marco, F., Bortolotti, C., Reymond, M., Koncz, C., Carrasco, P.,
Tiburcio, A. F. (2010) Polyamines: molecules with functions in plant abiotic stress
tolerance. Plant , 231: 1237-1249.

Amaral, V.F.M. (2006) Multiplicacdo in vitro de Cedrela fissilis Vell. Tese (mestrado em
engenharia florestal) - Santa Maria - RS, Universidade Federal de Santa Maria - UFSM,
63p.

Ahn, I. O., Vanle, B., Gendy, C., Van, T. I. (1996) Direct somatic embryogenesis through
thin cell layer culture of Panax guising. Plant Cell and Tissue Culture, 45: 237-243.

Borkowska, B., Szczerba, J. (1991) Influence of different carbon sources on invertase
activity and growth of sour cherry (Prunus cerasus L.) shoot cultures. Journal of
Experimental Botany, 42: 911-915.

Borthakur, A., Das, S. C., Kalita, M. C., Sen, P. (2011) In vitro plant regeneration from
apical buds of Albizzia odoratissima (L.f.) Benth. Advances in Applied Science Research,
2: 457-464.

Bouchereau, A., Aziz, A., Larher, F., Martin-Tanguy, J. (1999) Polyamines and
environmental challenges: recent development. Plant Science, 140:103-125.

Bunn, E., Turner, S. R., Dixon, K. W. (2011) Biotechnology for saving rare and threatened
flora in a biodiversity hotspot. In Vitro Celullar & Developmental Biology-Plant, 47:188-
200.

Carone, S. B., Santa-Catarina, C., Silveira, V., Floh, E. I. S. (2010) Polyamine Patterns in
Haploid and Diploid Tobacco Tissues and in vitro Cultures. Brazilian Archives of Biology
and Technology, 53: 409-417.

Carrier, D.J., Kendall, E.J., Bock, C.A., Cunningham, J.E., Dunstan, D.l. (1999) Water
content, lipid deposition, and (+)- abscisic acid content in developing white spruce seeds.
Journal of Experimental Botany, 50: 1359-1364.

Ceasar, S. A., Ignacimuthu, S. (2010) Effects of cytokinins, carbohydrates and amino
acids on inductionand maturation of somatic embryos in kodo millet (Paspalum
scorbiculatum Linn.). Plant Cell Tissue and Organ Culture, 102: 153-162.

Debnath, S. C. (2004) In vitro culture of lowbush blueberry (Vaccinium angustifolium Ait.).
Small Fruits Review, 3: 393-408.

Dias, L. L. C., Santa-Catarina, C., Silveira, V., Pieruzzi, F. P., Floh, E. I. S. (2009)
Polyamines, aminoacids, IAA and ABA contents during Ocotea catharinensis seed
germination. Seed Science and Technology, 37: 42-51.

Faria, G. A., Costa, M. A. P. C,, Ledo, C. A. S., Junghans, T. G., Souza, A. S., Cunha, M.
A. P. (2007) Meio de cultura e tipo de explante no estabelecimento in vitro de espécies de
maracujazeiro. Bragantia, 4: 535-546.



87

Francisco, A. A., Tavares, A. R., Kanashiro, S., Ramos, P. R. R,, Lima, G. P. P (2008)
Reguladores vegetais e teores enddégenos de poliaminas durante o desenvolvimento de
taro cultivado in vitro. Ciéncia Rural, 38: 1251-1257.

Filson, P. B., Dawson-Andoh, B. E. (2009) Characterization of sugar from model and
enzyme-mediated pulp hydrolyzates using high-performance liquid chromatography
coupled to evaporative light scattering detection. Bioresource Technology, 100: 6661-
6664.

Fraguas, C. B., Pasqual, M., Pereira, A. R. (2004) Multiplicacao in vitro de Ficus carica L.:
efeito da cinetina e do acido giberélico. Ciéncia e Agrotecnologia, 28: 49-55.

Fuentes, S. R. L., Calheiros, M. B. P., Manetti-Filho, J., Vieira, L. G. E. (2000) The effects
of silver nitrates and different carbohydrates sources on somatic embryogenesis in Coffea
canephora. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 60: 5-13.

Gaj, M. D. (2004) Factors influencing somatic embryogenesis inductionand plant
regeneration with particular reference to Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Plant Growth
Regulation, 43: 27-47.

Gemas, V., Bessa, A. (2006) Influence of various carbohydrates in shoot development in
nodal culture of Guinean Anacardium occidentale genotypes. Plant Cell, Tissue and
Organ Culture, 85: 103-108.

Gibson, S. I. (2003) Sugar and phytohormone response pathways: navigating a signalling
network. Journal Experimental Botany, 55: 253-264.

Gibson, S. (2005) Control of plant development and gene expression by sugar signaling.
Current Opinion in Plant Biology, 8: 93-102.

Giri, C. C., Shyamkumar, B., Anjaneyulu, C. (2004) Progress in tissue culture, genetic
transformation and applications of biotechnology to trees: an overview. Trees, 18:115-
135.

Hartmann, H. T., Kester, D. E., Davies, F. T., Geneve, R. L. (2002) Plant Propagation:
Principles and Pratices. 7. ed. New Jersey: Prentice Hall.

International Union for Conservation of Nature.(2010) The IUCN Red List of Threatened
species. Disponivel em: http://www.iucnredlist.org. Acesso em 25 de abril de 2012.

Janne, J., Alhonen, L., Pietila, M., Keinanen, T.A (2004) Genetic approaches to the
cellular functions of polyamines in mammals. European Journal Biochemistry, 271:877-
894.

Jeannin, G., Bronner, R., Gunther, H. (1995) Somatic embryogenesis and organogenesis
induced on the immature zygotic embryo ofsunflower (Helianthus annus L.) cultivated in
vitro: role of the sugar. Plant Cell Reports, 15: 200-204.

Joshi, |, Bisht, P., Sharma, V. K., Uniyal, D. P. (2003) Studies on effect of nutrient media
for clonal propagation of superior phenotypes of Dalbergia sissoo Roxb. through tissue
culture. Silvae Genetica, 52: 143-147.



88

Katerova, Z. |., Todorova, D. (2009) Endogenous polyamines lessen membrane damages
in pea plants provoked by enhanced ultraviolet-C radiation. Plant Growth Regulation, 57:
145-152.

Kusano, T., Berberich, T., Tadeda, C., Takahashi, Y. (2008) Polyamines: essential factors
for growth and survival. Planta, 228: 367-381.

Kuznetsov, V., Radyukina, N. L., Shevyakova, N. I. (2006) Polyamines and stress:
biological role, metabolism and regulation. Russian Journal of Plant Physiology, 53: 583-
604.

Li, Z., Burrit, D. J. (2003) Changes in endogenous polyamines during the formation of
somatic embryos from isogenic lines of Dactylis glomerata L. with different regenerative
capacities. Plant Growth Regulation, 40: 65-74.

Minocha, R., Dale, R. S., Cathie, R., Steele, K. D., Minocha, S. C. (1999) Polyamine
levels during the development of zygotic and somatic embryos of Pinus radiata.
Physiologia Plantarum, 105: 155-164.

Mohebalipour, S., Aharizad, S., Mohammadi, S. A., Motallebiazar, A. R., Arefi, H. M.
(2012) Effect of plant growth regulators BAP and IAA on micropropagation of Iranian
lemon balm (Melissa officinalis L.) landraces. Journal of Food, Agriculture & Environment,
10: 280-286.

Murashige, T., Skoog, F. (1962) A revised medium for rapid growth and bio assays with
tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum, 15:473-497.

Naija, S., Elloumi, N., Ammar, S., Kevers, C., Dommes, J. (2009) Involvement of
polyamines in the adventitious rooting of micropropagated shoots of the apple rootstock
M106. In Vitro Cellular & Developmental Biology-Plant, 45: 83-91.

Nakagawa, H., Saijyo, T., Yamauchi, N., Shigyo, M., Kako, S., Ito, A. (2001) Effects of
sugars and abscisic acid on somatic embryogenesisfrom melon (Cucumis melo L.)
expanded cotyledon. Scientia Horticulturae, 90: 85-92.

Neto, V. B. P., Da Mota, T. R., Otoni, W. C. (2003) Direct organogenesis from hypocotyls
derived explants of annatto (Bixa orellana).Plant Cell, Tissueand Organ Culture, 75: 159-
167.

Nicioli, P. M., Paiva, R., Nogueira, R. C., Santana, J. R. F., Silva, L. C., Silva, D. P. C,,
Porto, J. M. P. (2008) Ajuste no processo de micropropagacdo de barbatimdo. Ciéncia
Rural, 38: 685-689.

Nunes, E. C., Benson, E. E., Oltramari, A. C., Araujo, P. S., Moser, J. R., Viana, A. M.
(2003) In vitro conservation of Cedrela fissilis Vellozo (Meliaceae), a native tree of the
Brazilian Atlantic Forest. Biodiversity and Conservation, 12: 837-848.

Nunes, E. C., Castilho, C. V., Moreno, F. N., Viana, A. M. (2002) In vitro culture of Cedrela
fissilis Vellozo (Meliaceae). Plant Cell tissue and Organ Culture, 70: 259-268.



89

Papadakis, A. K., Paschalidis, K. A., Roubelakis-Angelakis, K. A. (2005) Biosynthesis
profile and endogenous titers of polyamines differ in totipotent and recalcitrant protoplasts.
Physiology Plantarum, 125: 10-20.

Paschalidis, K. A., Roubelakis-Angelakis, K. A. (2005) Spatial and temporal distribution of
polyamine levels and polyamine anabolism in different organs/tissues of the tobacco
plant. correlations with age, cell division/expansion, and differentiation. Plant Physiology,
138: 142-152.

Pescador, P., Kerbauy, G. B., E. Kraus, J. E., Ferreira, W. M., Guerra, M. P., Figueiredo-
Ribeiro, R. C. L. (2008) Changes in soluble carbohydrates and starch amounts during
somatic and zygotic embryogenesis of Acca sellowiana (Myrtaceae). In Vitro Cellular &
Developmental Biology-Plant, 44: 289-299.

Pieruzzi, F. P., Dias, L. L. C., Balbuena, T. S., Santa-Catarina, C., Santos, A. L. W dos,
Floh, E. I. S. (2011) Polyamines, IAA and ABA during germination in two recalcitrante
seeds: Araucaria angustifolia (Gymnosperm) and Ocotea odorifera (Angiosperm). Annals
of Botany, 108: 337-345.

Pijut, P. M., Beasley, R. R., Lawson, S. S., Palla, K. J., Micah, E. Stevens, M. E., Wang,
Y. (2012) In vitro propagation of tropical hardwood tree species — a review (2001-2011).
Propagation of Ornamental Plants, 12: 25-51.

Polit, J. T., Maszewski, J., Kazmierczak, A. (2003) Effect of BAP and IAA on the
expression of G1 and G2 control points and G1-S and G2-M transitions in root meristem
cells of Vicia faba. Cell Biology International, 27: 559-566.

Ramesh, M., Umate, P., Rao, K. V., Sadanandam, A. (2005) Micropropagation of
Terminalia bellirica Roxb. - a sericulture and medicinal plant. In Vitro Cellular &
Developmental Biology-Plant, 41: 320-323.

Ribas, L. L. F., Zanette, F., Kulchetscki, L., Guerra, M. P. (2005) Micropropagacao de
Aspidosperma polyneuron (Peroba-rosa) a partir de segmentos nodais de mudas juvenis.
Revista Arvore, 29: 517-524.

Rocha, S. C., Quorim, M., Ribas, L. L. F., Koehler, H. H. (2007) Micropropagagéo de
Cabralea canjerana. Revista Arvore, 31: 43-50.

Roitsch, T., Ehner, R. (2000) Regulation of source/sink relations by cytokinins. Plant
Growth Regulation, 32: 359-367.

Saldanha, A. L. M. (2010) Protocolo para propagacao in vitro de cedro (Cedrela odorata
L.). Tese (Dissertacdo de mestrado em agronomia) - Belém - PA, Universidade Federal
Rural da Amazobnia, UFRA, 56 p.

Santa-Catarina, C., Silveira, V., Balbuena, T.S., Maranhdo, M. E. E., Handro, W., Floh, E.
I. S. (2006) IAA, ABA, polyamines and free amino acids associated with zygotic embryo
development of Ocotea catharinensis. Plant Growth Regulation, 49: 237-247.

Schottz, E. S., Filho, A. N. K., Tracz, A. L., Koehler, H., Ribas, L. L. F., Quoirin, M. (2007)
Multiplicacdo in vitro de Swietenia macrophylla King (Meliaceae) a partir de material
juvenil. Ciéncia Florestal, 17:109-117.



90

Shoeb, F., Yadav, J. S., Bajaj, S., Rajam, M. V. (2001) Polyamines as biomarkers for
plant regeneration capacity: improvement of regeneration by modulation of polyamine
metabolism indifferent genotypes of Indica rice. Plant Science, 160: 1229-1235.

Silva, P. P., Contim, L. A. S., Freitas, D. V., Aride, P. H. R., Santos, A. L. W. (2010).
Estabelecimento in vitro de apices caulinares de sumauma (Ceiba pentandra L. Gaertn).
Scientia Agraria, 11: 437-443.

Silveira, V., Floh, E.l.S., Handro, W., Guerra, M. P. (2004) Effect of plant growth
regulators on the cellular growth and levels of intracellular protein, starch and polyamines
in embryogenic suspension cultures of Pinus taeda. Plant Cell, Tissue and Organ Culture,
69, 233-249.

Silveira, V., Santa-Catarina, C., Tun, N. N., Scherer, G. F. E, Handro, W., Guerra, M. P.,
Floh, E. I. S. (2006) Polyamine effects on the endogenous polyamine contents, nitric oxide
release, growth and differentiation of embryogenic suspension cultures of Araucaria
angustifolia (Bert.) O. Ktze. Plant Science, 171, 91-98.

Smeekens S., Ma J., Hanson, J., Rolland, F. (2010). Sugar signals and molecular
networks controlling plant growth. Current Opinion in Plant Biology, 13: 274-279.

Smeekens, S. (2000) Sugar-induced signal transduction in plants. Annual Review Plant
Physiology and Plant Molecular Biology, 51: 49-81.

Sokal, R. R., Rohlf, F. J. (1995) Biometry. 3. ed. New York: Freeman and Co. 957p.

Stoynova-Bakalova, E., Petrov, P. |. (2009) Modulating zucchini cotyledon plate meristem
activity by interactions between the cycline-dependent kinase inhibitor roscovitine and
cytokinins. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 97: 263-269.

Uzelac, B., JanoSevi¢, D., Stoji¢i¢, D., Budimir, S. (2012) Effect of cytokinins on shoot
apical meristem in nicotiana tabacum. Archives of Biological Sciences, 64: 511-516.

Vila, S., Gonzalez, H., Rey, H., Mroginski, L. (2009) Somatic embryogenesis and plant
regeneration in Cedrela fissilis. Biologia Plantarum, 53: 383-386.

Zohra, F., Abdul, M., Samar, F., Anjum, A., Shahid, U. (2009) Callus induction, biomass
growth, and plant regeneration in Digitalis lanata Ehrh.: influence of plant growth
regulators and carbohydrates. Turkish Journal of Botany, 33: 393-405.



91

4. RESUMOS E CONCLUSOES

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Biologia Celular e
Tecidual (LBCT) e Laboratério de Biotecnologia (LBT) da UENF, em Campos dos
Goytacazes - Rio de Janeiro e no Laboratério de Biologia Celular de Plantas
(BioCel-USP) da Universidade de Séo Paulo.

O objetivo deste trabalho foi estudar os niveis e a variacdes endoégenas
de aminoacidos, carboidratos e PAs durante a germinacdo de sementes e de
carboidratos e PAs durante o desenvolvimento de brotacdes in vitro em C. fissilis.

Sementes de C. fissilis apresentaram um modelo trifasico de absorcao de
agua. O conteudo de aminoacidos foi crescente, enquanto proteinas totais
decresceram durante a germinagdo mostrando a atuacéo destes compostos neste
evento. As concentracfes de carboidratos e PAs totais diminuiram durante todo
evento germinativo sugerindo a metabolizacdo destas biomoléculas neste
processo. Para C. fissilis Spd € a PA predominante durante todo o evento,
demonstrando que, para esta espécie, Spd tem um importante papel na promocéo
da germinacéo. Assim, as alteracdes nos conteudos destes compostos durante o
evento germinativo indicam que estas biomoléculas exercem fungdes importantes

durante este evento morfogenético.
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Durante o desenvolvimento de brotacdes verificou-se que para a indugéo
de brotacdes em explantes nodais apicais e cotiledonares ndo ha necessidade da
adicao de BA. Por conseguinte, este regulador de crescimento vegetal é essencial
nesta espécie para promover um maior niumero de brotos em explantes nodais
apicais e cotiledonares e maior comprimento de brotos em explantes nodais
cotiledonares. A interagédo de BA com o tipo de explante parece ser importante na
organogénese desta espécie. BA aumenta os niveis enddgenos de Put em
explantes nodais apicais conferindo a este tipo de explante um potencial
morfogenético similar aos explantes nodais cotiledonares. BA também atua
interferindo no metabolismo endégeno de outros compostos importantes no
processo organogénico de C. fissilis, como sacarose. Spd n&o foi uma PA
importante na inducdo e desenvolvimento das brotacfes nas condicfes deste
trabalho, enquanto Spm parece atuar no final do cultivo promovendo o
alongamento das brotacGes. Para C. fissilis a razdo entre as PAs pode ser
apontada como um biomarcador na capacidade regenerativa de segmentos

nodais apicais e cotiledonares.
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