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RESUMO

Videla Rivero P. Poliaminas e morfogénese em tecidos de Solanum melongena L. cv. Embu
cultivados in vitro [Dissertagdo de Mestrado]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo; 2006.

A embriogénese somatica (ES) e a organogénese (OG) sao as vias mais importantes
para a regeneragao de plantas in vitro, podendo ser utilizadas como modelos para investigar a
morfogénese. O objetivo deste trabalho foi correlacionar estes dois processos morfogenéticos,
em diferentes tecidos de Solanum melongena, com a variacdo do conteldo de poliaminas
(PAs) endogenas. Para isso, verificou-se o efeito dos fitorreguladores acido indol-3-acético
(AlA), 6-benzilaminopurina (BAP), tidiazuron (TDZ) e &cido naftalenoacético (ANA), na
determinagdo do tipo de rota morfogenética e no crescimento, em tecidos de cotilédones e
hipocétilos. Foram determinados também os efeitos de vitaminas e aminoécidos na
morfogénese de explantes de cotilédones, € no conteldo de PAs enddgenas durante a OG.
Foram determinados ainda os efeitos de PAs exdgenas no contelido de PAs enddgenas e nas
respostas morfogenéticas ocorridas em condigbes embriogénicas e organogénicas, a partir de
explantes de cotilédones. Dentre os resultados obtidos ressalta-se que: 1) ocorrem diferengas
no potencial organogenético e embriogenético, nos varios tecidos e em suas diferentes regides,
sob influéncia dos diferentes fitorreguladores. Ao suplementar-se 0 meio de cultivo com ANA,
os cotilédones mostraram uma maior competéncia para ES quando comparados aos
hipocétilos. Entretanto, ao suplementar-se o meio com AIA e BAP ou AlA, BAP e TDZ, o
potencial organogenético dos cotilédones foi menor de que aquele observado nos hipocétilos;
2) os altos conteudos enddgenos iniciais de putrescina (Put) e espermidina (Spd) nas formas
livre e conjugada, observados nos cotilédones, foram correlacionados com a competéncia para
ES. Os baixos niveis de PAs nas formas livre e conjugada, observados nos hipocétilos, foram
associados com uma maior capacidade organogenética. Adicionalmente, foi possivel associar
aos processos de ES e OG nos diferentes tecidos, e nas suas diferentes regides, um padrao de
variagdo caracteristico dos teores endégenos de PAs; 3) independentemente do processo
morfogenético, verificou-se que dentre as PAs na forma livre, a Spd foi a PA mais abundante,
enquanto que na forma conjugada, foi a Put mais abundante. Esta ultima foi a PA que mais
aumentou seu contetdo ao longo dos cultivos. Analisando-se um possivel efeito das vitaminas
e aminoacidos adicionados ao meio basico organogénico, verificou-se diferengas
principalmente em relacdo ao acumulo das PAs conjugadas, apesar da semelhanca na
evolugao organogénica dos cotilédones; 4) os explantes cultivados em meio suplementado com

as vitaminas e aminoacidos do meio MS mostraram, em relagdo aqueles cultivados com as



vitaminas e aminoacidos do meio Bs, um maior contetdo das PAs conjugadas, especialmente
quando foram visualizadas as primeiras estruturas morfogénicas; 5) a adicao de PAs exdgenas
nas culturas de explantes de cotilédone, submetidos aos programas de ES e OG, mostrou que
a alteracao das PAs enddgenas estava relacionada ao processo morfogenético.

Palavras-chave:  embriogénese  somatica, fitorreguladores, @ Solanum  melongena,
organogénese, poliaminas.



ABSTRACT

Videla Rivero P. Polyamines and morphogenesis in tissues of Solanum melongena L. cv. Embu
cultured in vitro [MSc thesis]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Séo Paulo; 2006.

Somatic embryogenesis (SE) and organogenesis (OG) are the most important pathways
for plant regeneration, capable of being used as models to investigate in vitro morphogenesis.
The aim of this work was to correlate these two morphogenetic processes, in different tissues of
Solanum melongena, with variation of the endogenous contents of polyamines (PAs). For this,
the effect of the growth regulators indole-3-acetic acid (IAA), 6-benzylaminopurine (BAP),
thidiazuron (TDZ) and naphthalene acetic acid (NAA), in the determination of the growth and
type of morphogenetic route was verified, in tissues of cotyledons and hypocotyls. The effects of
vitamins and amino acids in the morphogenesis of cotyledons explants, and in the endogenous
PAs content during the OG were also studied. Furthermore, the effect of exogenous PAs in the
content of endogenous PAs and in the morphogenetic responses from explants of cotyledons
had already been fixed. Among achieved results, these outstanding are: 1) differences occur in
the organogenic and embryogenic potential, both in cotyledons and hypocotyls and in their
different regions, depending on the growth regulators balance. When the culture medium was
supplemented with NAA, cotyledons showed higher ability for SE when compared with
hypocotyls. However, when the medium was supplemented with IAA and BAP or IAA, BAP and
TDZ, the organogenic potential of cotyledons was lower than that observed in hypocotyls; 2) the
high initial endogenous contents of putrescine (Put) and espermidine (Spd) in the free and
conjugated forms observed in cotyledons was correlated with ES ability. The low levels of PAs
in the free and conjugated forms observed in hypocotyls, was associated with a higher
organogenic capacity. In addition, it was possible to associate to the ES and OG processes in
the different tissues and their different regions, a characteristic variation pattern of endogenous
levels of PAs; 3) independent of the morphogenetic process, it was verified that amongst the
PAs in the free form, Spd was the most abundant PA, whereas in the conjugated form was Put.
The latter was the PA that increased its content the most amongst all the cultures. Analyzing a
possible effect of vitamins and amino-acids added to the organogenic basic medium,
differences were mainly noted in relation to the accumulation of conjugated PAs, apart from the
similarity in organogenic evolution of cotyledons; 4) the explants cultivated in a medium
supplemented with vitamins and amino acids of the MS medium showed, in relation to those
cultivated with vitamins and amino acids of the Bs medium, a higher content of conjugated PAs,
especially when the former morphogenic structures were taken into account; 5) the addition of



exogenous PAs in the submitted explants of cotyledon to SE and OG programs, mainly
indicated an endogenous alteration of the PAs related to the morphogenetic process.

Key words: Solanum melongena, organogenesis, phytohormones, polyamines, somatic
embryogenesis.



1 INTRODUCAO

1.1 O controle da morfogénese in vitro

A morfogénese nas plantas é conseqiiéncia da integracao dos processos de divisao e
diferenciacao celular, os quais conduzem a uma estrutura organizada caracteristica (Handro e
Floh, 1990). Tais processos sdo controlados por uma variedade de sinais internos ou do
ambiente, tais como os horménios e a luz, capazes de modificar o crescimento e o
desenvolvimento. Nos tecidos vegetais em cultura, modificacbes na composicdo de
fitorreguladores e sua interagdo com o meio nutritivo tem sido a estratégia basica para
manipular a morfogénese in vitro (Sahrawat e Chand 2001). Os padrées morfogenéticos mais
comuns que ocorrem em tecidos cultivados in vitro sdo: a) a neoformagdo de raizes e gemas
caulinares, vegetativas ou florais, através da organogénese (OG), que pode ser ainda direta, ou
indireta, a partir de um calo; b) embriogénese somatica (ES). Estas sdo as mais importantes
vias de regeneracéo de plantas in vitro.

A formacéao de calo é uma das respostas mais comuns de um tecido cultivado in vitro.
Muitas vezes, no explante cultivado in vitro, ndo ocorre a formacao de calos, mas apenas uma
proliferagao celular restrita as regides secionadas do explante, com formacédo de tecidos de
cicatrizacdo e zonas de intensa atividade meristematica, que levara a formagdo de um
meristema e a um 6érgado bem definido, constituindo-se no processo denominado OG direta
(Handro, Floh, 1990). Nesse processo morfogenético formam-se gemas caulinares ou raizes,
em resposta as condicdes apropriadas de cultura, principalmente tipo e concentracdo de
fitorreguladores presente no meio.

A ES é um processo analogo a embriogénese zigotica, no qual uma célula ou um
pequeno grupo de células sdo os precursores dos embrides somaticos (Von Arnold et al.,
2002). Em condigdes in vitro, a ES ocorre em explantes cujas células sao determinadas ou pré-
embriogénicas (Sharp et al., 1980), ou entdo o processo comega com uma fase inicial na qual
as células se desdiferenciam e tornam-se, posteriormente, competentes para embriogénese
(De Jong et al., 1993). As condi¢des para estimular a ES sao, principalmente, hormonais (Von
Arnold et al., 2002), mas também condicdes de estresse, concentragdes inadequadas de sais,
metais pesados e antibibticos, entre outras. Nas dicotiledbneas, os estagios embriogénicos,
similares na ontogenia, sejam somaticos ou zigoéticos, sdo: globular, coracéo, torpedo e
cotiledonar.

O emprego da ES pode ter diferentes objetivos, que vao desde a obtencdo de um
modelo de referéncia para estudos basicos em fisiologia e bioquimica, até a propagacéo clonal,

visando a conservacdo e o melhoramento genético das espécies. Comparativamente as
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demais técnicas de micropropagacao, a ES apresenta as seguintes vantagens: a) permite a
obtencao de uma grande quantidade de propagulos (embrides somaticos); b) o sistema permite
um alto grau de automatizacdo, permitindo baixar os custos por unidade produzida; c) os
embrides somaticos podem ser produzidos de forma sincronizada, com alto grau de
uniformizagdo e pureza genética; d) pode ser utilizada como uma ferramenta integrada a
programas de melhoramento vegetal (Hogberg et al., 1998; Guerra et al., 1999).

As respostas morfogenéticas obtidas in vifro podem variar devido a diferengas do meio
basal, dos fitorreguladores usados e do genétipo (Sharma e Rajam, 1995a; Shoeb et al., 2001).
Dentre os fitorreguladores, o balango entre auxinas e citocininas, como foi demonstrado por
Skoog e Miller (1957), é fundamental para o processo de OG in vitro. As auxinas e citocininas
interagem no controle de varios processos de desenvolvimento, particularmente na dominancia
apical e no desenvolvimento de raizes e gemas (Nordstrom et al., 2004). O efeito das auxinas
exdgenas sobre os véarios eventos morfogenéticos esta relacionado ao tipo empregado. Assim,
por exemplo, o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) € um fator condicionante da indugcao de
embrides somaticos, provavelmente associado com um aumento da metilacdo do DNA (Lo
Schiavo et al., 1990), enquanto que o posterior desenvolvimento dos estagios embriogénicos é
geralmente inibido ou interrompido por auxinas (Jimenez, 2001). Menos freqlente é o uso de
citocininas para inducédo da ES, sendo a 6-benzilaminopurina (BAP) a mais utilizada. Outro
fitorregulador que se mostra muito efetivo para induzir regeneracdo de gemas in vitro € o
tidiazuron (TDZ), uma feniluréia com alta atividade citocininica (Fiola et al., 1990; Magioli et al.,
1998; Murthy et al., 1998), em diferentes explantes de varias espécies, tais como berinjela
(Sharma e Rajam, 1995a; Magioli, 1998), ervilha (Bohmer et al., 1995) e feijao-mungo (Amutha
et al., 2006).

1.2 Poliaminas (PAs)

As PAs sao aminas alifaticas com carga positiva em pH neutro, presentes em todas as
células vegetais e com um papel importante na estabilizacdo de membranas, proteinas e
acidos nucléicos (Kakkar et al., 2000; Kakkar e Sawhney, 2002), sendo as mais abundantes a
putrescina (Put), a espermidina (Spd) e a espermina (Spm). A Put é formada diretamente a
partir da descarboxilagdo da ornitina (Orn) pela enzima ornitina descarboxilase, ou por
descarboxilacdo da arginina (Arg) pela enzima arginina descarboxilase (ADC), formando a
agmatina (Agm), que é convertida entdo a Put. A Spd e Spm séo formadas a partir da Put, e
requerem a adicdo de grupos aminopropil provenientes da descarboxilagdo da S-
adenosilmetionina (SAM) (Bouchereau et al., 1999; Kakkar et al., 2000).

As PAs tem sido descritas como uma nova classe de fitorreguladores ou como
mensageiros secundarios destas substancias, mostrando um papel importante na modulagéo
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de varios processos fisioldégicos que vao desde o crescimento e diferenciagao celular, incluindo
a ES e a OG, até respostas ao estresse (Bais e Ravishankar, 2002; Kakkar e Sawhney, 2002).
Nas plantas, as PAs ocorrem na forma sollvel, como bases livres ou conjugadas, associadas
com moléculas pequenas, tais como acidos fendlicos, e também na forma insoluvel, ligada a
varias macromoléculas, como proteinas (Martin-Tanguy, 2001; Papadakis et al., 2005).

O papel das PAs e seu envolvimento em processos morfogenéticos tem sido estudado
principalmente através do uso de inibidores de sua biossintese, aplicacdo de PAs exogenas, e
por correlacdo temporal e espacial da variagdo nos conteldos destas substancias associada
com as diferentes fases da marfogénese. Diversos estudos tem avaliado explantes diferentes
da mesma espécie (Altamura et al., 1993; Sharma et al., 1995a, b; Paschalidis e Roubelakis-
Angelakis, 2005), ou tecidos diferentes do mesmo explante (Pedroso et al., 1997). As PAs tem
mostrado interagir com fitorreguladores, como as auxinas e citocininas (Legocka e Zarnowska,
1999; Biondi et al., 2003), deixando ainda mais claro a importancia das PAs e da existéncia de
um grau de associagdo com 0s processos de desenvolvimento como, por exemplo, a
morfogénese in vitro. Neste sentido, o estudo das PAs vem sendo utilizado para otimizar os
processos de desenvolvimento das plantas, tais como a ES, em culturas de importancia
agrondmica, e para esclarecer os eventos regulatérios da morfogénese in vitro (Kakkar et al.,
2000; Shoeb et al., 2001). Os niveis de PAs e razdo de Put/(Spd+Spm) nas plantas foram
correlacionados em varios sistemas a capacidade morfogénica in vitro, sugerindo-se que
possam ser utilizados como marcadores e possiveis moduladores da habilidade de
regeneracao (Shoeb et al., 2001).

1.3 Estudos em berinjela
1.3.1 Aspectos gerais

A berinjela (S. melongena) é uma hortalica importante economicamente em vérias
regides de clima tropical e subtropical. Em 2004, por exemplo, 1,7 milhdes de hectares foram
cultivados no mundo todo, com uma produgdo total de 29,9 milhdes de toneladas, das quais
92,4% foram produzidas na Asia (FAO, 2005).

Em cultivo in vitro, diversos tipos de explantes como folhas, cotilédones e hipocétilo
mostram regeneragao através dos sistemas de ES e OG, utilizando-se variadas metodologias
de cultivo, em um curto periodo de tempo (Collonnier et al., 2001; Kantharajah e Golegaonkak,
2004; Magioli e Mansur, 2005). Assim, a berinjela proporciona um sistema promissor para
estudos basicos, principalmente aqueles referentes a fisiologia e a bioquimica, durante o
crescimento e diferenciagdo in vitro, visando um melhor entendimento dos processos de

morfogénese.
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1.3.2 Organogénese (OG)

A OG in vitro tem sido estudada com éxito tanto em variedades cultivadas, quanto nas
selvagens, assim como em hibridos (Kashyap et al., 2003). As citocininas BAP, cinetina e
zeatina induzem a regeneracao de gemas a partir de explantes de folha (Allicho et al., 1982;
Gleddie et al., 1983; Mukherjee et al., 1991). Sharma e Rajam (1995a) demonstraram que a
combinagao de BAP (11,1 uM) e AIA (2,9 uM) é ideal para a regeneracao de gemas, sendo que
os explantes de hipocétilos sdo mais competentes que os de folhas e cotilédones para este tipo
de resposta. Estes autores também observaram a existéncia de diferengas no potencial
morfogenético dentro de um mesmo explante. Assim, a regido basal do hipocétilo tem maior
capacidade organogenética que a regido apical, mostrando um gradiente basipeto. O uso do
TDZ resultou numa eficiente regeneracdo de gemas, sendo que explantes de folhas e
cotilédones apresentaram melhor resposta (Magioli et al., 1998).

1.3.3 Embriogénese somatica (ES)

A producdo de embrides somaticos em S. melongena ja foi registrada a partir de
diferentes explantes, como hipocotilo, cotilédones, folha, caule, raizes, suspensoes celulares e
protoplastos (Matsuoka e Hinata, 1979; Gleddie et al., 1983; Fobert e Webb, 1988; Kalloo,
1993; Sharma e Rajam, 1995 a,b; Yadav e Rajam, 1997,1998).

Yadav e Rajam (1998) definiram quatro estagios criticos para ocorréncia de ES a partir
de explantes foliares de berinjela. Estes estagios incluem: a) a inducao de calo; b) a aquisicao
de competéncia celular embriogénica com formacdo de setores proembriogénicos; c) a
expressdo da embriogénese, na qual agrupagbes proembriogénicas se desenvolvem em
embrides globulares visiveis como pontuagbes verdes; d) desenvolvimento e maturacdo de
embrides somaticos.

A regeneragao de embrides somaticos a partir de embrides zigéticos tem sido obtida,
nesta espécie, em meio MS (Murashige e Skoog, 1962) suplementado com AlA (Yamada et al.,
1967 apud Kashyap et al., 2003), enquanto os explantes folhares necessitam de um meio
suplementado com &cido naftalenoacético (ANA) (2-6 mg.L") (Gleddie et al., 1983; Sharma e
Rajam, 1995a). A concentracdo de ANA necessaria para aumentar a diferenciagcdo de
embrides somaticos a partir de hipocétilos € bem maior (6-10 mg.L"), enquanto uma
concentragdo menor (0,016 mg.L") induz calogénese e rizogénese neste mesmo tipo de
explante (Matsuoka e Hinata,1979).
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1.3.4 Poliaminas

As PAs tem sido estudadas em relacdo a OG e ES em varios sistemas vegetais
(Minocha e Minocha, 1995). Particularmente, o processo de ES é uma via importante de
regeneracao e um modelo potencial para o estudo dos eventos que regulam a morfogénese in
vitro. Em berinjela, explantes cotiledonares tratados com ANA, indutor da ES, apresentaram
altos niveis de Put e Spd livies em comparacdo com aqueles sem este regulador (Fobert e
Webb, 1988). Para explantes de diferentes regides de folhas e hipocétilo, foi observada uma
correlagdo positiva entre a capacidade embriogénica destes e a distribuicdo espacial das PAs
livres e conjugadas (Sharma e Rajam, 1995b; Yadav e Rajam, 1997 e 1998). Yadav € Rajam
(1998) demonstraram que através de um ajuste temporal no conteldo celular de PAs era
possivel uma regulacdo da resposta embriogénica a partir de explantes de folhas.

Estudos de PAs em berinjela relacionados a outras rotas morfogenéticas sdo menos
freqlientes. A OG a partir de explantes cotiledonares, induzida por fitorreguladores, esta
associada a um aumento da biossintese de PAs e a sua conjugacgao (Scoccianti et al., 2000).
Sharma et al. (1997) demonstraram que as PAs, particularmente a Spd, estdao envolvidas de
forma complexa no crescimento e diferenciacao de raizes. Algumas destas investigacoes tem
comparado os niveis de PAs de explantes da mesma espécie que apresentam regeneragao ou
nao (Aribaud et al., 1994; Scoccianti et al., 2000), ou ainda de explantes que apresentam

regeneracao sem a presenca de fitorreguladores (Sharma et al., 1997).

1.4 Objetivos

Neste contexto, no presente trabalho objetivou-se estudar as PAs em relacdo a duas
vias morfogenéticas (ES e OG), a partir de diferentes tecidos de S. melongena cv. Embu,
visando entender melhor o papel das PAs durante a morfogénese in vitro. Para isso, foram

propostos os seguintes objetivos especificos:

-Verificar o efeito de diferentes fitorreguladores na determinacédo de rotas morfogenéticas em
tecidos de cotilédones e hipocétilos de S. melongena cv. Embu.

-Estudar a variagdo dos teores enddgenos de PAs em tecidos nas diferentes rotas
morfogenéticas:
» Determinar a variagdo dos conteudos de PAs ocorrida durante a ES, nas fases de
inducdo e regeneracao, obtida a partir de explantes cotiledonares.
> Determinar a variagdo dos contetdos de PAs ocorrida durante a OG, obtida a partir de

cotilédones e hipocdétilos.
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-Estudar o efeito de vitaminas e aminoacidos na morfogénese de explantes de cotilédones, e
no conteddo de PAs enddgenas durante a OG.

-Estudar o efeito de PAs exdgenas no conteldo de PAs enddgenas e nas respostas
morfogenéticas, ocorridos em condi¢cdes embriogénicas e organogénicas, a partir de explantes
de cotilédones.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Foram utilizadas plantulas de 21 dias obtidas a partir da germinacao de sementes de S.
melongena, cv. Embu, (Agroflora®). Para a obtencdo de plantulas, sementes de S. melongena
foram esterilizadas superficialmente por imersdo durante 20 minutos em solugdo aquosa de
hipoclorito de sédio 0,6 % (v/v) adicionada de trés gotas de Tween 20 por 100 mL de solugéo, e
enxaguadas, quatro vezes, com agua autoclavada. As sementes foram inoculadas, em camara
de fluxo laminar, em frascos ‘wheaton’ (12 por frasco) contendo 100 mL de meio MS
(Murashige e Skoog, 1962) contendo sacarose (20 g.L") e geleificados pela adi¢do de agar (7
g.L™") (Sigma®). O pH do meio foi ajustado para 5,7 antes da autoclavagem a 121 °C (1,2
kg.cm™) por 15 minutos. Apds a germinacao, as plantulas foram mantidas nos frascos por 15
dias, quando foram utilizadas para obtencao dos explantes, totalizando 21 dias de cultivo.

2.2 Obtencao de explantes

A partir das plantulas foram obtidos explantes cotiledonares (1-1,5 cm de comprimento)
da regido distal (a) e proximal (b), e explantes de hipocotilo (4-5 cm de comprimento),
provenientes da regiao distal (c) e proximal (d), que foram utilizados nos experimentos in vitro
(Figura 1).

Figura 1. Fonte de explantes. A — Plantulas de S. melongena germinadas in vitro, com 21 dias de cultivo.
B — Plantula mostrando os locais de origem dos explantes.
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2.3 Organogénese

Explantes de hipocotilos e cotilédones obtidos das plantulas foram inoculados em
frascos ‘wheaton’ contendo 30 mL de meio composto dos sais MS e vitaminas Bs (Gamborg et
al., 1968), e suplementado com sacarose (20 g.L"). A este meio basico, denominado MB,
foram adicionados diferentes fitorreguladores constituindo os seguintes tratamentos:

» Tratamento controle: MB, sem fitorreguladores.
» Tratamento AIA+BAP: MB suplementado com 2,9 uM de AlA e 11,1 uM de BAP.
» Tratamento AIA+BAP+TDZ: MB suplementado com 2,9 uM de AlA, 11,1 uM de BAP e

0,2 uM de TDZ.

O pH dos meios foi ajustado para 5,7, e adicionado com 7 g.L' de agar antes da
autoclavagem a 121 °C, por 15 minutos. Os fitorreguladores AIA e BAP foram adicionados ao
meio antes da autoclavagem, enquanto o TDZ foi filtro-esterilizado e adicionado ao meio de
cultura posteriormente, com temperatura de + 40 °C. Cada tratamento constou de cinco
frascos, sendo colocados em cada frasco trés explantes idénticos. Foram coletadas amostras
de 200 mg de massa fresca (MF), para a determinacdo de PAs, e as avaliages de crescimento
e morfogénese, a partir dos explantes originais, antes da inoculagao, e apos 7, 13, 19 e 25 dias
de cultivo, congeladas em nitrogénio liquido, e armazenadas a — 20 °C para posterior andlise
de PAs.

2.4 Embriogénese somatica

Para a obtencdo de um sistema de ES e determinacdo do efeito da duracao da fase de
inducdo no desenvolvimento dos embrides, explantes cotiledonares e de hipocétilos, das
regides proximal e distal, foram inoculados, separadamente, em frascos ‘wheaton’ contendo 30
mL de meio MS suplementado com sacarose (20 g.L"). A este meio, denominado MS, foram
adicionados fitorreguladores, constituindo os seguintes tratamentos:

» Tratamento controle: MS sem suplementacdo de fitorreguladores, onde os explantes
foram mantidos por 14 dias.

» Tratamento ANA: MS suplementado com 26,85 uM de ANA, onde os explantes foram
mantidos por 35 dias.

» Tratamento ANA (14d): MS suplementado com 26,85 uM de ANA, onde os explantes
foram mantidos durante 14 dias e, em seguida, transferidos para o meio basico MS sem
fitorreguladores, permanecendo por mais 21 dias de cultura.

O pH do meio foi ajustado para 5,7 e geleificado pela adicdo de agar (7 g.L") antes da
autoclavagem, a 121 °C por 15 minutos. Cada tratamento constou de cinco frascos com trés
explantes idénticos. As coletas de amostras para determinacdo de PAs e as avaliagdes do
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crescimento e morfogénese foram realizadas nos explantes originais, antes da inoculagao, e
apoés 14, 21, 24, 26 e 35 dias de cultivo. Amostras de 200 mg de MF foram congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a — 20 °C para posterior analise de PAs.

2.5 Dinamica de crescimento por incremento de massa fresca (MF) e morfologia

A MF (g) foi determinada pela média de cinco amostras, cada uma representada pelo
conteudo de um frasco, ao longo das coletas dos experimento de OG e ES. As culturas
também foram fotografadas e comparadas quanto a sua evolugdo morfogenética durante o

cultivo.

2.6 Efeito de vitaminas e aminoacidos na OG

Explantes de cotilédones foram inoculados em frascos ‘wheaton’ contendo 30 ml de
meio composto dos sais MS e suplementado com sacarose (20 g.L"), ao qual foram
adicionados 2,9 uM AIA e 11,1 uM de BAP. Foram feitos dois tratamentos, um onde o meio foi
suplementado com as vitaminas e aminoacidos do meio MS (denominado MS) e outro no qual
foram adicionados as vitaminas e aminoacidos do meio Bs (denominado MB) (Tabela 1).

O pH dos meios foi ajustado para 5,7 acrescentando-se 7 g.L™' de agar antes da
autoclavagem a 121 °C por 15 minutos. Os fitorreguladores AlA e BAP foram adicionados ao
meio antes de autoclavagem. Cada tratamento constou de cinco frascos, sendo colocados em
cada um deles trés explantes idénticos. As analises de PAs foram realizadas a partir de
amostras (200 mg de MF) coletadas dos explantes originais, antes da inoculacéo, e de cada
tratamento aos 7, 13, 21, 28 dias de cultura, depois de congeladas e armazenadas a -20 °C.

Tabela 1. Comparagdo na composigao de vitaminas e aminoacidos dos meios MS e Bs para indugao da
morfogénese em explantes de cotilédones de S. melongena.

Vitaminas e aminoacidos
Concentracoes dos Componentes

Meio MS Meio Bs
(denominado MS) (denominado MB)
(mg.I") (mg.I")
Acido nicotinico 0,5 1,0
Piridoxina.HCI 0,5 1,0
Tiamina.HCI 0,1 10
Glicina 2,0 -
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Visando a obtencdo de neoformacgdes organogénicas, induzidas através da
suplementacdo dos meios MB e MS com 2,9 uM AIA e 11,1 uM de BAP, apds 28 dias de
cultivo, os explantes foram transferidos para meio MS meia forca acrescido de sacarose (30
g.L"), sem a adicdo de fitorreguladores. O pH dos meios foi ajustado para 5,7, sendo
adicionado 7 g.L™' de agar antes da autoclavagem a 121 °C por 15 minutos. Foram realizadas
quatro repeticbes com trés explantes cada, avaliando-se o0 numero de explantes com
brotagoes.

2.7 Efeito de PAs exogenas no conteudo de PAs endogenas e nas respostas
morfogenéticas em explantes de cotilédones

2.7.1 Organogénese

Explantes de cotilédones obtidos das plantulas foram inoculados em frascos ‘wheaton’
contendo 30 ml de meio MS, suplementado com sacarose (20 g.L "), e 2,9 uM de AIA e 11,1
uM de BAP. Este meio basico, denominado MS, foi utilizado para o experimento.

O experimento foi composto por quatro tratamentos, onde o meio MS foi suplementado
com Put (1,0 mM), Spd (1,0 mM) e Spm (1,0 mM). O meio MS sem suplementagido de PA
exogena foi utilizado como controle. O pH do meio MS foi ajustado para 5,7 e adicionado com
7 g.L" de agar antes da autoclavagem a 121 °C por 15 minutos. Os fitorreguladores AIA e BAP
foram adicionados ao meio MS antes de autoclavagem. As solugbes de Put, Spd e Spm
tiveram pH corrigido para pH 5,7+ 0,1 e foram filtro-esterilizadas antes de serem adicionadas
ao meio MS ja autoclavado, apos resfriamento a temperatura de aproximadamente 40 °C. Cada
tratamento constou de cinco frascos, sendo colocados em cada um deles trés explantes
idénticos.

As analises de PAs foram realizadas a partir de amostras (200 mg de MF) coletadas
dos explantes originais, antes da inoculagédo, e de cada tratamento aos 7, 21, 28 dias de
cultura, congeladas e armazenadas a -20 °C. As culturas também foram fotografadas e
comparadas em relagao a sua morfologia apos 28 dias de cultivo in vitro.

2.7.2 Embriogénese somatica

Explantes de cotilédones obtidos das plantulas foram inoculados em frascos ‘wheaton’
contendo 30 ml de meio MS, suplementado com sacarose (20 g.L") e, 26,85 uM de ANA. A
este meio, denominado MS, foi ajustado o pH para 5,7 e adicionado com 7 g.L™' de agar antes
da autoclavagem a 121 °C por 15 minutos.
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O experimento foi composto por quatro tratamentos, em que o meio MS foi
suplementado com Put (1,0 mM), Spd (1,0 mM) e Spm (1,0 mM), sendo um sem
suplementacdo de PA exdgena (controle). O fitorregulador ANA foi adicionado ao meio MS
antes de autoclavagem, enquanto as solugdes de Put, Spd e Spm tiveram pH corrigido para pH
5,7+ 0,1, e foram filiro-esterilizadas antes de serem adicionadas ao meio MS apéds
autoclavagem. Cada tratamento constou de cinco frascos, sendo colocados em cada um deles
trés explantes idénticos.

As analises de PAs foram realizadas a partir de amostras (200 mg de MF) coletadas
dos explantes originais, antes da inoculagédo, e de cada tratamento aos 7, 21, 28 dias de
cultura, depois congeladas e armazenadas a -20 °C. As culturas foram comparadas quanto a
sua morfologia, aos 28 dias de cultivo, e em relacdo ao nuimero total de embrides visualizados
em cada explante, determinado pela média de cinco amostras, cada uma representada pelo
conteudo de um frasco, apds 35 dias de cultivo.

2.8 Cultivo in vitro

As culturas para a obtencdo de plantulas assim como para os experimentos de OG e
ES foram mantidas em temperatura de 27 + 1 °C, no periodo de luz, e 25 + 1 °C no periodo de
escuro. A irradiancia foi de 35 pmoles.m®.s™”, fornecida por lampadas fluorescentes do tipo

branca fria (Philips), com fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro.

2.9 Determinacao de poliaminas

As PAs livres e conjugadas soluveis em acido perclorico, foram determinadas de acordo
com a metodologia descrita por Silveira et al. (2004). Amostras de 200 mg de MF foram
maceradas com 1,6 mL de acido perclérico 5 % (v/v) e mantidas no gelo por uma hora, sendo
posteriormente centrifugadas a 20.000 g por 20 minutos, a 4 °C. O sedimento foi entdo
ressuspendido em 200 ulL de acido perclérico 5 %, centrifugado novamente e os dois
sobrenadantes foram homogeneizados. A fracdo sobrenadante contém as PAs livres e
conjugadas soliveis em &cido perclérico. As PAs conjugadas foram extraidas por hidrélise
acida, utilizando-se 200 pL do sobrenadante em igual volume de HCI 12 N, por 18 horas a
110 °C. Posteriormente, as amostras foram secas a 40 °C sob jato de nitrogénio e
ressuspendidas em 200 pL de acido perclérico 5 %.

As PAs livres e conjugadas foram em seguida derivatizadas. Na derivatizagao, 40 uL da
amostra contendo PAs foram misturados com 100 pL de cloreto de dansil (5mg.mL"' em

acetona), 50 uL de solugcdo saturada de carbonato de sédio (Na,COsz) e 20 uL de 1,7-
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diaminoheptano (DAH), que foi utilizado como padrdo interno. Apos a mistura, as amostras
foram incubadas no escuro por 50 minutos, a 70 °C. O excesso de cloreto de dansil foi
convertido em dansil-prolina, adicionando-se 25 uL de prolina (100 mg.mL™") com posterior
incubacdo por 30 minutos no escuro, a temperatura ambiente. Em seguida, as PAs
derivatizadas foram particionadas com 200 uL de tolueno. A fase apolar (tolueno) contendo as
PAs foi coletada (175 uL), seca sob jato de nitrogénio e ressuspendida em 175 uL acetonitrila
pura.

A identificacdo e quantificacdo das PAs foram realizadas por cromatografia liquida de
alto desempenho (HPLC), com coluna C18 de fase reversa (Shimadzu Shim-pack CLC ODS).
Acetonitrila absoluta e acetonitrila 10 % em agua, com pH 3,5 ajustado com HCL 1 N, foram
utilizadas como solventes. A mudanga na proporcado de acetonitrila absoluta em relagéo a
acetonitrila 10 % definiu o gradiente de corrida. O gradiente de acetonitrila absoluta foi ajustado
para 65%, durante os primeiros 10 minutos; de 65 a 100 %, entre 10 e 13 minutos; € 100 % até
22 minutos, com fluxo de 1 mL.min™', a 40 °C. O detector de fluorescéncia foi ajustado para
excitacdo a 340 nm e emissdo a 510 nm. Foram injetados 20 uL da solugédo derivatizada com
cloreto de dansil. As areas e tempos de retencao de cada PA foram avaliados por comparacao
com as PAs com concentragbes conhecidas: Put, Spd, Spm e DAH.

2.10 Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

A estratégia delineada para o estudo das PAs foi realizada através da comparagao dos
contelidos enddgenos iniciais, obtidos a partir dos explantes cotiledonares e de hipocoétilos, e
dos contetdos nas diferentes rotas morfogenéticas durante a morfogénese in vitro. Numa
segunda etapa, foi caracterizado o efeito da aplicagcdo de PAs exdgenas no contetdo de PAs
endégenas e nas respostas morfogenéticas, ocorridos em condicdes embriogénicas e
organogénicas, a partir de explantes de cotilédone (Figura 2).

Os dados obtidos foram analisados através das médias e respectivos desvios padrao
(Sokal e Rohlf, 1995).
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Figura 2. Delineamento experimental dos tratamentos realizados
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3 RESULTADOS

3.1 Padroes morfogenéticos e crescimento dos explantes cultivados in vitro
3.1.1 Embriogénese somatica

Com relacdo ao padrdao morfogenético e crescimento dos explantes cotiledonares
cultivados in vitro, em meio indutor de ES, os principais resultados foram:
a) Os explantes mantidos no tratamento controle ndo apresentaram nenhuma resposta
morfogenética, morrendo apds 14 dias de cultivo. Porém, uma concentracao de 26,85 uM de
ANA, em explantes distais e proximais, mostrou-se eficiente para a indugao de ES indireta.
b) No tratamento ANA (Figura 3A-F), apos 21 dias de cultivo, foi observado, inicialmente
nas regides secionadas dos explantes, a presenca de calo de textura granular e coloragdo
branco-amarelada (Figura 3A e B). Apds 24 dias de cultivo, ocorre o desenvolvimento dos
primeiros embrides somaticos nos estagios globular e cordiforme inicial (Figura 3C e D). No
periodo de 26 a 35 dias de cultivo ocorreu um aumento no nimero de embrides somaticos,
desde o estagio globular até cotiledonar (Figura 3E e F).
C) No tratamento ANA (14d) (Figura 3G-M), o desenvolvimento dos primeiros embrides,
visualizados como pontuacdes verdes nos calos (Figura 3G e H), ocorreu precocemente em
relacdo ao tratamento ANA, aos 21 dias de cultivo. Apds 24 dias, ocorre um aumento no
namero e no desenvolvimento de embribes somaticos (Figura 3l e J). Os estagios
embriogénicos torpedo e cotiledonar ocorreram aos 26 dias de cultivo (Figura 3K), observando-
se a partir desse periodo um tamanho maior dos embrides em relagcdo ao tratamento ANA
(Figura 3E), bem como um aparente maior desenvolvimento (Figura 3L e M).
d) Em relacdo ao crescimento dos explantes distais e proximais mantidos nos tratamentos
embriogénicos nos quais foi considerada a presenca de embrides (Figura 4), foi lento até o 142
dia de cultivo, seguido de um aumento continuo da massa fresca, observando-se somente aos
35 dias uma diferenca significativa entre os tratamentos ANA e ANA (14d). Independentemente
do tratamento, os explantes proximais mostraram um crescimento maior que os distais (Figura
4).

Com relacdo ao padrao morfogenético dos explantes da regido distal e proximal de
hipocétilos cultivados in vitro, destaca-se que a concentracdo de 26,85 uM de ANA foi
inadequada para a indugao de ES, promovendo apenas a formacdo de calo de aspecto
esverdeado (ndo embriogénico), mesmo apds 35 dias de cultivo. Por esse motivo, este
tratamento nao foi utilizado para as analises de crescimento e de PAs.
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Figura 3. Respostas morfogenéticas em explantes de cotilédone, regido distal (D) e proximal (P), em meio basico MS+ANA por 35
dias (ANA), e em meio basico MS+ANA por 14 dias e depois meio MS por 21 dias (ANA -14d), cultivados in vitro.
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Figura 4. Massa fresca (g) das regides distal (D) e proximal (P) de explantes cotiledonares, durante o
cultivo in vitro em diferentes tratamentos (média; n=5).

3.1.2 Organogénese

Com relacdo ao padrdo morfogenético e crescimento dos explantes cotiledonares
(Figura 5A—L) cultivados in vitro, destaca-se que:
a) Os explantes mantidos no tratamento controle (Figura 5A-D) ndo apresentaram
nenhuma resposta morfogenética, morrendo apds duas semanas de cultivo. Entretanto, para
os explantes mantidos nos tratamentos AIA+BAP (Figura 5SE—H) e AIA+BAP+TDZ (Figura 51-L)
as primeiras respostas morfogenéticas foram visualizadas apds 13 dias de cultivo. No periodo
de 19 a 25 dias de cultura, observou-se abundantes protuberancias de textura compacta e
coloracao esbranquicada, na face abaxial, e esverdeada na face adaxial. Nao ocorreu qualquer
evolugao destas protuberancias até o final do cultivo.
b) O crescimento das culturas contendo fitorreguladores (Figura 6A) foi lento durante os
primeiros sete dias, seguido de um aumento acentuado a partir dos 13 dias de cultivo.
Posteriormente, aos 19 dias de cultura, os explantes proximais mostraram um crescimento
maior em relacdo aos distais, independente do tratamento. No entanto, o maior crescimento foi
observado nos explantes mantidos no tratamento AIA+BAP+TDZ quando comparado com
aqueles mantidos no meio AIA+BAP, ao final da cultura.
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Figura 5. Respostas morfogenéticas em explantes de cotilédone e hipocétilo, regido distal (D) e proximal (P),
em meio basico MS+Vitaminas B, cultivados in vitro.
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Com relacdo ao padrao morfolégico dos explantes da regidao distal e proximal de
hipocétilos cultivados in vitro, destaca-se que:
a) Os explantes mantidos nos tratamentos controle (Figura 5M—P), AIA+BAP (Figura 5Q—
T) e AIA+BAP+TDZ (Figura 5U-X) apresentaram respostas organogenéticas, visualizadas a
partir do 132 dia de cultivo. Posteriormente, entre os 19 e 25 dias de cultura, foram observadas
diferengas na morfologia das culturas mantidas nos diferentes meios utilizados, ocorrendo no
tratamento AIA+BAP+TDZ um maior desenvolvimento dos calos quando comparado com o
tratamento AIA+BAP, e este em comparagao ao controle.
b) Independente do balanco hormonal e da regido do explante verificou-se que a
capacidade morfogenética difere entre as extremidades dos mesmos, regenerando
preferentemente gemas na extremidade apical e calo na basal (Figura 5M-X).
C) Para todos os tratamentos (Figura 6B), durante os primeiros sete dias de cultura,
ocorreu um crescimento lento em MF, seguido de um aumento até o final do cultivo, quando
foram observados os valores maximos. O crescimento em MF dos explantes proximais
cultivados nos tratamentos controle e AIA+BAP, foi maior em relacdo aos explantes distais,
enquanto que mantidos no tratamento AIA+BAP+TDZ, o crescimento de ambos o0s explantes
foi semelhante. Nos tratamentos com fitorreguladores ocorreu um aumento da MF maior que

no controle.
6 1 ——e—AlA+BAP+TDZ (D) A 4  — - —AlIA+BAP+TDZ (D) B
—-m--AIA+BAP+TDZ (P) n —-»--AIA+BAP+TDZ (P)
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Figura 6. Massa fresca (g) das regides distal (D) e proximal (P) de explantes cotiledonares (A) e de hipocotilo
(B), durante o cultivo in vitro em diferentes meios de cultura (média; n=>5).

Resumindo, ao comparar-se explantes de cotilédone e hipocotilo, verificou-se a
ocorréncia de diferengas no potencial morfogenético: a) os explantes de hipocétilo mostraram
regeneragao de gemas e calos friaveis quando cultivados em meio basico sem fitorreguladores
ou quando mantidos nos tratamentos AIA+BAP e AIA+BAP+TDZ; b) nos explantes de
cotilédone, a resposta morfogenética foi decorrente da suplementagcdo do meio basico com
fitorreguladores, ja que no caso contrario ndo houve resposta, ocorrendo a morte dos
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explantes. O potencial organogenético dos cotilédones mantidos nos tratamentos AIA+BAP e
AlA+BAP+TDZ foi menor em relagdo aos hipocoétilos. Nos cotilédones observou-se uma
progressao na evolugdo morfogenética, ndo definida, ocorrendo principalmente protuberancias
que nao evoluiram para brotagdes; d) para ambos os tipos de explantes, ndo foram observadas
diferengcas acentuadas na morfologia entre a regido distal e proximal; e€) o potencial
organogénico é diferente entre as extremidades apical e basal dos explantes de hipocétilo; f) a
resposta morfogenética foi acentuada quando adicionado TDZ ao meio organogénico, sendo
que nos cotilédones ocorreu o desenvolvimento de protuberancias, e nos hipocétilos o aumento
do desenvolvimento de calos e gemas; g) em explantes de cotilédone, a suplementacdo do
meio basico (MS) com ANA foi imprescindivel para a ocorréncia de ES; e) em explantes de
hipocotilo, a concentracao utilizada neste trabalho nao induziu o processo embriogénico.
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3.2 Padrao e conteudo de PAs

3.2.1 Padrao e conteudo inicial nos explantes

Com relagéo as PAs livres e conjugadas nos cotilédones e hipocétilos (Tabela 2), cabe
destacar que:
a) Os conteudos enddgenos de Put e Spd, nas formas livres e conjugadas, foram maiores
nos cotilédones em relacdo aos hipocétilos, enquanto que os contelidos de Spm foram baixos
e semelhantes. Destaca-se que em ambos os explantes a forma livre foi mais abundante que a
forma conjugada. Particularmente, a Put livre é pelo menos 10 vezes mais abundante nos
explantes de cotilédone em relagao aos de hipocotilo, podendo estar positivamente relacionado
com a capacidade embriogénica do explante cotiledonar.
b) Com relagéo a regiao do explante, somente foi observada uma diferencga significativa
nos contetidos enddgenos de Put livre, que foram maiores nas regides distais de cotilédones e
hipocétilos quando comparados as regides proximais destes explantes.
C) Nos explantes cotiledonares, a Put foi predominante, seguida da Spd e Spm, tanto nas
formas livres quanto nas formas conjugadas.
d) Na regido distal dos explantes de hipocotilo, as diferentes PAs, na forma livre e
conjugada, foram detectadas. Entretanto, na regido proximal sé a fragdo livre das PAs foi
detectada. Os conteudos destas PAs foram muito baixos.

Tabela 2. Contetido enddgeno de PAs da regido distal e proximal, de explantes de cotilédone e hipocétilo
(media + desvio padrao; n=3).

PAs Forma Explantes cotiledonares Explantes de hipocotilos
regiao regiao regiao regiao
distal (A) proximal (B) distal (C) proximal (D)
Putrescina Livre 228,97+ 35,01 122,69+27,26 12,04+2,84 3,41+0,25
(ug.g” de MF) Conjugada 37,60+11,64 32,69+ 9,88 4,56 +0,29 -2
Espermidina  Livre 22,73+ 1,08 15,67+ 1,73 7,55+ 1,10 6,89+0,80
(ug.g" de MF) Conjugada 6,51+2,04 5,59+ 0,99 2,14+ 0,38 8
Espermina Livre 1,43+ 0,32 1,10+ 0,07 2,04+ 0,36 3,16+0,59
a a

(ug.g” de MF) Conjugada 0,09+ 0,02 0,26+ 0,05

@ Nao detectado
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3.2.2 Variacao no conteudo de PAs durante os processos morfogenéticos

3.2.2.1 Embriogénese somadtica

Durante o desenvolvimento da ES, foi avaliada a variagado no contetido de PAs, na sua
forma livre e conjugada, e a razédo de PAs, nas regides distais e proximais de explantes
cotiledonares cultivados in vitro.

Com relacao a variacdo das PAs totais (Figura 7), os principais resultados foram:

a) Em cultura, o conteldo decresceu ao longo do tempo, tanto em explantes distais
(Figura 7A) quanto proximais (Figura 7B), ocorrendo os menores valores aos 35 dias.

b) Este decréscimo foi mais acentuado no tratamento ANA (14d) em relacdo ao tratamento
ANA, especialmente para a regiao distal.

C) No tratamento controle (Figura 7A e B), o contetdo foi menor que aqueles observados
nas culturas com fitorregulador até os 14 dias. Ap6s esse periodo, nao foi realizada a
quantificacdo de PAs devido a morte dos explantes.
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Figura 7. Variagdo do contetdo enddgeno de PAs totais na regido distal (A) e proximal (B), de explantes
cotiledonares durante cultivo in vitro, em diferentes meios de cultura (média + desvio padrédo; n=3).

32



A partir destes resultados, pode-se concluir que para o processo de ES, os maiores
valores de PAs totais ocorrem antes do desenvolvimento e maturacdo dos embrides somaticos,
aos 14 dias de cultivo, durante a indugao da ES. O desenvolvimento e a maturacdo destes
embrides poderia estar associado a uma diminuigdo nos conteldos de PAs totais.
Adicionalmente, observou-se que o ANA teve um efeito sobre a biossintese de PAs totais, € que

esse efeito € maior quando a presenca de ANA é continua.

Com relacao a variacdo das PAs livres (Figura 8) , os principais resultados foram:
a) Em todos os tratamentos a Spd livre ocorreu em maior concentragdo que a Put e a
Spm, durante todo o periodo de cultivo.
b) Nos tratamentos ANA e ANA (14d), aos 14 dias de cultivo o nivel de Put decresceu
acentuadamente (Figura 8A e B), enquanto a Spd e a Spm apresentaram os niveis mais altos
(8C-F). Em seguida, os niveis de Put, Spd e Spm decresceram, até os 35 dias de cultivo,
quando foram observados os menores valores (Figura 8A-F).
C) Entre os 21 e 35 dias de cultivo, o decréscimo da Spd e Spm livres foi mais acentuado
no tratamento ANA (14d), decorrente da retirada do ANA do meio de cultivo, em relacdo ao
tratamento ANA.
d) No tratamento ANA (14d), os conteidos de Spd e Spm diminuiram mais
acentuadamente nos explantes proximais (Figura 8D e F) que nos distais (Figura 8C e E),
particularmente entre os 21 e 24 dias de cultivo. Entretanto, nesse mesmo periodo, no
tratamento ANA os valores de Spd e Spm foram muito semelhantes nas duas regides (Figura
8C e E).
e) No tratamento controle (Figura 8A-F), aos 14 dias de cultivo, os contelidos de Put, Spd
e Spm livres foram menores aqueles ocorridos nos tratamentos ANA e ANA (14d),
especialmente de Put e Spm enddgenos. Apos esse periodo, ndo foi realizada a quantificagao
de PAs, devido a morte dos explantes.

Com relacao a variacdo das PAs conjugadas (Figura 9), os principais resultados foram:

a) Nos tratamentos ANA e ANA (14d), a Put (Figura 9A e B) ocorreu em maiores
quantidades que a Spd (Figura 9C e D) e Spm (Figura 9E e F), as quais mantiveram contetidos
semelhantes, em todo o periodo de cultura.

b) Aos 14 dias de cultivo, nos explantes distais e proximais cultivados no controle, os
niveis de Put, Spd e Spm conjugadas (Figura 9A-F) eram inferiores aos observados nos
tratamentos ANA e ANA (14d), nos quais observou-se um aumento dos conteddos da fracao
conjugada de PAs (Figura 9A-F) em relagdo ao valor inicial (explante). No final do periodo de
cultivo, nos tratamentos ANA e ANA (14d), os conteldos de PAs conjugadas foram inferiores

aos observados no 142 dia de cultivo.
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Com relagao a variacao da razao de PAs (Figura 10), verificou-se que explantes distais
(Figura 10A) apresentaram valores iniciais (explante) superiores aos proximais (Figura 10B).
Em cultura, ocorre um decréscimo acentuado que se manteve estavel até o final do cultivo,
onde ocorreram valores semelhantes para os explantes distais e proximais. Este maior valor na
relacdo de PAs se deve as maiores concentragdes de Put nos explantes iniciais, sendo que o
decréscimo resultou da reducédo de Put e aumento de Spd e Spm ao longo do cultivo.
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Figura 10. Razao de PAs [Put.(Spd+Spm) ~'] a partir da regido distal (A) e proximal (B) de explantes
cotiledonares durante cultivo in vitro em diferentes meios de cultura. (média + desvio padréo;
n=3).

3.2.2.2 Culturas organogenéticas

Durante a organogénese, foi avaliada a variagdo no conteldo de PAs totais, na sua
forma livre e conjugada, e a razdo de PAs, nas regides distais e proximais de explantes

cotiledonares e de hipocétilo cultivados in vitro.

36



3.2.2.2.1 Explantes de cotilédones

Com relagao a variagao das PAs totais (Figura 11), os principais resultados foram:

a. ao inicio da cultura, os niveis decresceram acentuadamente, especialmente no
controle. A partir do 72 dia de cultivo ocorreu um aumento progressivo nos
tratamentos AlIA+BAP e AIA+BAP+TDZ, atingindo valor maximo aos 19 dias;

b. no periodo de 19 a 25 dias em cultura, ocorreu uma reducao para os explantes
cultivados no tratamento AIA+BAP (Figura 11A e B), enquanto aqueles no
tratamento AIA+BAP+TDZ, os niveis se mantiveram constantes;

c. no tratamento controle, a partir do 132 dia de cultura, ndo foram quantificadas as

PAs totais (Figura 11A e B), devido a morte dos explantes.
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Figura 11. Variagao do contetido enddgeno de PAs totais na regido distal (A) e proximal (B) de explantes
cotiledonares durante o cultivo in vitro, em diferentes meios de cultura (média + desvio padrao;
n=3).

Com relagao a variagéao das PAs livres (Figura 12), os principais resultados foram:
a) a Spd, em todos os tratamentos, foi a PA que ocorreu em maior concentragao

guando comparada a Put e a Spm, durante todo o periodo de cultivo;
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b)

os conteudos de Put (Figura 12A e B) decresceram enquanto os de Spd (Figura 12C
e D) e Spm (Figura 12E e F) aumentaram até 7 dias de cultura, independentemente
do tratamento. A partir do 132 dia até o final do cultivo houve uma pequena redugao
nos niveis das PAs;

os explantes distais e proximais cultivados no tratamento AIA+BAP, mostraram um
padréo de variagao similar para os conteudos de Put, Spd e Spm livres (Figura 12A-
F);

para o tratamento AIA+BAP+TDZ o padrao de variagao das PAs foi diferente para
os explantes distais e proximais (Figura 12A-F), sendo que os explantes proximais
apresentaram maiores niveis de PAs livres quando comparado ao tratamento

AlA+BAP, especialmente aos 25 dias de cultivo.

Com relacédo a variagdo de cada uma das PAs conjugadas (Figura 13), os principais

resultados foram:

a)

para todos os tratamentos a Put apresentou os maiores niveis, mostrando um
padrdo de variacdo semelhante ao das PAs totais. Nos tratamentos AIA+BAP e
AlA+BAP+TDZ a Spm (Figura 13E e F) mostrou niveis intermediarios e a Spd
(Figura 13C e D) os menores. Entretanto, no controle ocorreu o inverso;

os niveis de Put, aos sete dias de cultivo, nos tratamentos AIA+BAP e
AlA+BAP+TDZ (Figura 13A e B) foram semelhantes aos iniciais, enquanto no
tratamento controle os niveis diminuiram acentuadamente (Figura 13A e B). A partir
deste momento, o tratamento AIA+BAP+TDZ apresentou niveis maiores de Put que
o tratamento AIA+BAP, especialmente aos 25 dias de cultivo;

os niveis de Spd (Figura 13C e D) e Spm também foram superiores no tratamento
AlA+BAP+TDZ quando comparado com o tratamento AIA+BAP, apresentando um
padrdo de variagdo semelhante ao da Put a partir dos 19 dias de cultivo;

a Put conjugada (Figura 13A e B) foi detectada em concentragdes maiores em
relacdo a Put livre, o mesmo ocorrendo para a Spm conjugada (Figura 13E € F)
guando comparada a Spm livre, a partir dos 13 dias até os 25 dias de cultivo.

Com relacao a relacéao inicial de PAs (Figura 14), foi maior nos explantes distais em

relagdo aos proximais (explante), com posterior decréscimo para todos os tratamentos (Figura

14A e B), sendo este mais acentuado no controle. Ao longo do cultivo, nos tratamentos

AlIA+BAP e AIA+BAP+TDZ, essa razao foi mantida sem diferengas entre as diferentes regides

do explante utilizado.
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Figura 14. Razdo de PAs [Put.(Spd+Spm) ~'] em culturas obtidas a partir da regigo distal (A) e proximal
(B) de explantes cotiledonares, durante o cultivo in vitro em diferentes meios de cultura (média

+ desvio padrao; n=3).

3.2.2.2.2 Explantes de hipocdtilos

Com relacdo a variacao das PAs totais (Figura 15), os principais resultados foram:

a) em todos os tratamentos os niveis aumentaram até os 13 dias de cultivo, com
posterior estabilizagdo. Niveis mais elevados ocorreram no tratamento
AIA+BAP+TDZ, a partir do 132 dia de cultivo. Nao foram observadas diferencas
significativas ao compararem-se os explantes distais (Figura 15A) com os proximais
(Figura 15B).
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Figura 15. Variagao do conteido enddgeno de PAs totais em culturas obtidas da regido distal (A) e
proximal (B) de explantes de hipocétilos, durante o cultivo in vitro em diferentes meios (média
+ desvio padrao; n=3).

Com relacao a variacdo das PAs livres (Figura 16), os principais resultados foram:

a) a Spd livre foi a PA predominante quando comparada com a Put e Spm, durante
todo o periodo em cultura;

b) aos 7 dias de cultivo, os niveis de Put, Spd e Spm foram semelhantes nos varios
tratamentos, sendo os valores de Spd e Spm maiores que 0s iniciais;

c) os conteudos de Put e Spd mostraram uma tendéncia de aumento, especialmente
para o tratamento AIA+BAP+TDZ. Entretanto, os niveis de Spm em todos os
tratamentos se mantiveram estaveis até o final de cultivo, sem ocorrer diferencas

significativas nos diferentes explantes;
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d)

e)

apés os 13 dias de cultura, nos tratamentos AIA+BAP e controle, os conteddos de
Put e Spd diminuiram continuamente até o final do cultivo, enquanto no tratamento
AIA+BAP+TDZ esses valores ndo mostraram variacao, até os 25 dias de cultivo;

no tratamento controle, em geral, os niveis de Put, Spd e Spm foram semelhantes
aqgueles do tratamento AIA+BAP.

Com relagao a variagdo das diferentes PAs conjugadas (Figura 17), os principais

resultados foram:

a)

ao longo do cultivo, as PAs conjugadas foram identificadas em ambas as regides,
sendo a Put (Figura 17A e B) a PA predominante, seguida da Spm (Figura 17E e F)
(ambas com valores maiores que os da forma livre), e da Spd (Figura 17C e D);

os niveis de Put nos explantes distais (Figura 18A) e proximais (Figura 17B)
aumentaram de forma continua até o 132 dia de cultivo, sendo que o aumento foi
mais acentuado no tratamento AIA+BAP+TDZ quando comparado aos tratamentos
AIA+BAP e controle, os quais apresentaram conteludos semelhantes, porém
menores até o final do cultivo;

os niveis de Spd (Figura 17C e D) ndo apresentaram nenhum padrdo de variagao
uniforme em qualquer momento, quando comparados todos os tratamentos, e
quando detectados, os contetidos foram muito baixos.

os niveis de Spm nos explantes distais (Figura 17E) e proximais (Figura 17F) foram
menores no tratamento controle, intermediérios no tratamento AIA+BAP e maiores
no tratamento AIA+BAP+TDZ.

Quanto a variacao da relacao de PAs (Figura 18), verificou-se que a razao inicial de

PAs foi maior nos explantes distais (Figura 19A) que nos proximais (Figura 18B). Aos sete

dias de cultura, a razédo foi semelhante nos dois tipos de explantes, sendo que ao longo do

cultivo variou pouco, sem mostrar uma diferenga acentuada entre os tratamentos.

43



regiao proxima

distal

regiao

»
N 2
a
T
=+ —
oo 3%
o< - ©
omMmmMm Id\
=+ + o
s<< Q
O < ~ £
B0 e
Qo
C
°
3
T T T T T T T T ]
[To] o Te) o Te) o Te] o
[ep] [ep] [qV} Al — ~—
(4w ep , B:6M) 1ng
Te)
(e}
»
N 3
~ =2
+ 29
oo -3
o< < £
omMmmMm [0)
=+ + =
s ~
O C <
B0 2
c
<
g
T T o
To) o
(ap] @

(4w ep , 6:6M) 1ng

44

25

=3) .

ao;n

padr

média + desvio

durante o cultivo in vitro em diferentes meios de cultura (

Figura 16. Perfil de PAs livres, na regiao distal (A, C, E) e proximal (B, D, F) de explantes de hipocétilo,



A Y

|
m controle
O AlIA+BAP
AlA+BAP+TDZ

regiao proxima

150 -
125

ind

A

distal
m controle
o AlIA+BAP
AlIA+BAP+TDZ

regiao

150 -
125

(4 ep | B6:6M

o
o

25
0

) Ind

45

13 19 25

7
tempo (dias)

explante

25
60 -
7 13 19 25
tempo (dias)

3) (notar escala diferente para as PAs).

explante

hipocétilos, durante o cultivo in vitro em diferentes meios de cultura (média + desvio padréo;

25
60 -
n

(4N ep , 6:6M)

Figura 17. Perfil das PAs conjugadas, na regiao distal (A, C, E) e proximal (B, D, F) de explantes de



< W///////////////
S

T

o

5

<

<

N

o —
5

: [

o |z —
) ww

s |8

.

{wds +pds)ind

L

w
=
o
o
S
(@)
(0]
o
+ ® o« o
,-(wds+pdsg)Ind

25

19

dias)

13

Tempo de cultivo

7

explante

(

Spd+Spm) " na regido distal (A) e proximal (B) de explantes de

hipocétilos, durante o cultivo in vitro, em diferentes meios de cultura (média + desvio padrao;

Figura 18. Razéo de PAs [Put.(

).

n=3

46



3.3 Efeito de vitaminas e aminoacidos na morfogénese de explantes cotiledonares e
conteudo de PAs

3.3.1 Padrao morfogenético

Com relagdo ao padrao morfogenético dos explantes cotiledonares cultivados in vitro,
destaca-se que:
a) Nos explantes distais e proximais mantidos nos tratamentos MB e MS, as primeiras
respostas morfogenéticas foram visualizadas apés 13 dias de cultivo. A partir desse periodo,
manteve-se, em ambos os tratamentos, 0 mesmo padrdo de desenvolvimento, observando-se
apés os 19 dias de cultura, abundantes protuberancias compactas e esverdeadas, ao lado de
calos friaveis e esbranquicados. Também ocorreu o desenvolvimento de algumas estruturas
fasciadas e outras semelhantes a pequenos brotos. Aos 28 dias de cultivo, observou-se
algumas neoformagdes indiretas e abundantes calos, tanto nas regides distais como nas
proximais.
b) A transferéncia dos explantes ao novo meio promoveu, em todas as culturas o
crescimento e a proliferagdo de brotacées, que as vezes alcancaram 1-2 cm, apds um periodo

aproximado de cinco semanas de cultura nestas condigdes.

3.3.2 Padrao e conteudo de PAs

Durante o processo organogenético, foi avaliada a variacdo no contetudo de PAs totais,
na sua forma livre e conjugada, e a razdo de PAs, nas regides distais e proximais de explantes

cotiledonares cultivados in vitro.

Com relacdo a variacao das PAs totais (Figura 19A e B), os principais resultados foram:

a) A regido distal dos explantes apresenta quase o dobro de PAs totais que a regiao
proximal.
b) No inicio da cultura ocorreu um decréscimo no conteldo de PAs totais (Figura 19),

atingindo aos sete dias niveis semelhantes nas duas regides, tanto nas cultivadas no
tratamento MB como no MS.

C) A partir dos sete dias, no tratamento MB, ocorreu uma redugao que foi mais acentuada
nos explantes distais (Figura 19A) que nos proximais (Figura 19B). No tratamento MS, esta
reducdo ocorreu aos 21 dias nos explantes distais (Figura 19A), e aos 28 dias de cultivo nos
proximais (Figura 19B).

d) Em geral, ao longo da cultura, o conteddo de PAs mostrou diferengas significativas nos
explantes distais (Figura 19A) cultivados no tratamento MB em relagéo a aqueles no tratamento
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MS, especialmente no periodo de 13 a 21 dias em cultura. Ao contrario, nos proximais (Figura
19B) o efeito do tratamento no contelido enddégeno de PAs totais foi menos evidente.

e) Adicionalmente, o tratamento MS mostrou um efeito sobre o contetido de PAs totais,
mantendo niveis maiores que aqueles observados no tratamento MB, especialmente durante a

fase de expressao da morfogénese.
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Figura 19. Variagao do contetido enddgeno de PAs totais, originais da regido distal (A) e proximal (B) de
explantes cotiledonares, durante o cultivo in vitro em meio de cultura MB e MS (média + desvio
padrdo; n=3).

Com relagao a variagéao das PAs livres (Figura 20), os principais resultados foram:
a) A Spd (Figura 20B) foi a PA livre mais abundante em ambos os tratamentos, tanto em
explantes distais quanto proximais. A Put (Figura 20A) apresentou niveis intermediarios e a
Spm (Figura 20C) os menores.
b) Nos tratamentos MB e MS, aos sete dias de cultivo, os niveis da Put livre (Figura 20A)
decresceram acentuadamente enquanto os de Spd (Figura 20B) e Spm (Figura 20C)
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mostraram os niveis mais altos. A partir do 132 dia de cultivo houve uma reducéo de todas as
PAs livres, que se manteve até o final da cultura.

C) Destaca-se que, tanto os teores de Put (Figura 20A) como de Spd livre (Figura 20B) aos
28 dias de cultura sdo menores aos ocorridos nos explantes originais, enquanto a Spm (Figura
20C) é a unica PA livre que mostrou teores maiores aos iniciais.

d) Em geral, nado foi observada uma diferenca significativa nos teores de Put, Spd e Spm
livres ao comparar as duas regides do explante mantidas num mesmo tratamento. Entretanto,
ao comparar entre tratamentos, os niveis de Put e Spd nos explantes cultivados no tratamento
MB mostraram uma tendéncia de decréscimo mais acentuada que aqueles mantidos no

tratamento MS.

Com relacdo a variagdo de cada uma das PAs conjugadas (Figura 21), os principais
resultados foram:

a) A Put conjugada (Figura 21A) foi a PA predominante, caracterizando o padrdo de
variacao das PAs totais, seguida da Spm (Figura 21C) e da Spd conjugadas (Figura 21B).
b) Os niveis da Put conjugada (Figura 21A), aos sete dias de cultivo, nos explantes distais
e proximais em ambos os tratamentos, foram semelhantes. A partir dos 13 até os 21 dias de
cultura, ocorreu uma diminuicao da Put, especialmente nos explantes distais do tratamento MB
em relacdo aqueles mantidos no tratamento MS. Esta diferenca entre tratamentos nao foi
observada para os explantes proximais, no entanto no tratamento MB, a regido distal mostrou
niveis significativamente menores de Put que a regidao proximal.
C) Destaca-se que, em geral, aos 28 dias de cultivo, nas duas regides, os niveis de Put
apresentaram valores semelhantes aos ocorridos aos sete dias de cultura, independente do
tratamento (Figura 21A).
d) Os niveis de Spd (Figura 21B), aos sete dias de cultura diminuiram acentuadamente,
nas duas regides cultivadas tanto no tratamento MB como no MS. Porém, a partir dos 13 dias,
nas duas regides do explante mantidas nos tratamento MB e MS, os valores de Spd
aumentaram, com niveis maiores no tratamento MS. Ao final da cultura, no tratamento MB
ainda ocorreu um aumento dos teores de Spd, enquanto que no tratamento MS a Spd nao foi
detectada.
e) Os niveis de Spm (Figura 21C), nos tratamentos MB e MS aumentaram durante cultura
em relagdo aos valores iniciais. Este acréscimo foi mais acentuado no tratamento MS,
especialmente aos 13 e 21 dias de cultivo. Ao final da cultura os valores desta PA foram
semelhantes nas duas regides, independentemente do tratamento.
f) Finalmente, ao compararem-se os niveis das respectivas PAs nas formas livres e
conjugadas, resulta que a Spd (Figura 20B) livre & predominante sobre a forma conjugada
(Figura 21B), para ambos os tratamentos, especialmente durante o periodo inicial da cultura,
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enquanto que, a fase final do cultivo foi associado a niveis de Put e Spm conjugadas (Figura
21A e B) maiores aos da forma livre. Além disso, no tratamento MB, ao final da cultura, a Put
livre, e a Spd livre e conjugada, foram menores em relagdo aos valores originais, enquanto o0s
teores de Spm, nas formas livre e conjugada, foram maiores. Os teores de Put conjugada, nao
mostraram uma diferenga significativa entre os valores ocorridos ao inicio e fim da cultura.
Destaca-se que, em ambos os tratamentos, ao inicio da cultura a PA predominante era a Put

livre, enquanto ao final da cultura foi a Put conjugada.

Quanto a variacdo da relagdo de PAs (Figura 22), verificou-se que a razdo de PAs
inicial, nos explantes, diminuiu drasticamente ap6s o inicio das culturas, mantendo se neste
patamar durante todo o periodo de cultivo. Para todos os tratamentos, o conteddo de Put, na
forma livre mais a forma conjugada, foi sempre maior ao das outras PAs analisadas, resultando
numa relacdo de PAs sempre maior o igual que 1,0.
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Figura 20. Variagado no conteudo endégeno das PAs livres, na regiao distal (A, C, E) e proximal (B, D, F)

de explantes cotiledonares, durante o cultivo in vitro em diferentes meios de cultura (média +
desvio padrao; n=3) (notar a escala diferente para Spm).
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Figura 21. Variagao no conteddo endégeno das PAs conjugadas, da regiao distal (A, C, E) e proximal (B,
D, F) de explantes cotiledonares, durante o cultivo in vitro em diferentes meios de cultura
(média + desvio padrao; n=3) (notar a escala diferente para todas as PAs).
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3.4 Efeito de PAs exogenas no conteudo de PAs endogenas e nas respostas
morfogenéticas em explantes de cotilédones

3.4.1 Organogénese

3.4.1.1 Padrao morfogenético

Com relagdo ao padrdo morfogenético dos explantes cotiledonares cultivados in vitro
por 28 dias, foram observadas diferengas significativas na morfologia dos explantes em cultura
organogénica quando mantidos nos diferentes tratamentos (Figura 23). Salientam-se os
seguintes resultados:

a) Os explantes mantidos no tratamento controle (Figura 23, A e E) caracterizaram-se pela
formacado de protuberancias esverdeadas, estruturas fasciadas formadas a partir dos calos, e
de algumas brotacdes indiretas. Esta resposta foi mais acentuada nas regides proximais.

b) O tratamento Put (Figura 23, B e F) favoreceu principalmente a proliferagcédo de calo,
com o conseqgliente aumento de tamanho dos explantes. Neste tratamento as protuberancias
foram menos evidentes que no tratamento controle, mas mesmo assim, foram visualizadas
brotages indiretas, especialmente na regiao proximal.

C) Os explantes distais mantidos no tratamento Spd (Figura 23, C e G), apresentaram uma
morfologia semelhante ao controle, mostrando abundantes protuberancias. No entanto, a
regido proximal se caracterizou pela maior proliferacdo de calo de aspecto friavel, e a partir
destes, o0 desenvolvimento de estruturas semelhantes a pequenas folhas.

CONTROLE PUT SPD

Figura 23. Efeito da aplicagao de PAs exdgenas as culturas organogenéticas de cotilédones, regidao
distal e proximal, cultivadas in vitro. Tratamento Controle: regiao distal (A), regidao proximal (E);
Tratamento Put: regido distal (B), regiao proximal (F); Tratamento Spd: regido distal (C); regidao
proximal(G); Tratamento Spm: regido distal (D); regido proximal (H).
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d) Nas duas regides dos explantes mantidos no tratamento Spm (Figura 23, D e H), foram
visualizadas pequenas estruturas alongadas semelhantes a gemas, através de organogénese
indireta. Esta resposta foi mais acentuada na regiao proximal, a qual também apresentou maior
crescimento dos explantes junto com calo mais esverdeado, em relacdo a regiao distal. Em

relagdo aos controles ocorreu maior proliferacéo de calo.

3.4.1.2 Padrao e contetido de PAs

Durante o processo organogenético foi avaliada a variagdo no contetudo de PAs, nas
suas formas livres e conjugadas, e a razdo de PAs, nas regides distais e proximais de

explantes cotiledonares cultivados in vitro.

Com relacdo a variacdo de PAs livres (Figura 24, A e B) para ambas as regides
cotiledonares cultivadas in vitro, os principais resultados foram:
a) Nos explantes distais e proximais cultivados no tratamento controle, os niveis de Put
diminuiram acentuadamente aos sete dias de cultivo, seguido de pequena reducgdo até o final
da cultura. Os niveis endégenos de Spd e Spm, apds aumentar seus teores aos sete dias,
decresceram gradativamente até o final do cultivo.
b) A adicdo de Put as culturas organogénicas s6 foi efetiva na manutencéao de teores altos
da respectiva PA aos sete dias de cultivo (Figura 24, A e B), resultando ser a PA predominante,
seguida da Spd e Spm. A partir dos sete dias, o padrdo de variagao de todas as PAs livres e,
os valores de Spd e Spm foram similares aos observados nos controles.
C) O tratamento Spd s6 aumentou os teores enddgenos dessa PA aos sete dias de cultivo
nas duas regides do explante (Figura 24, A e B), decrescendo nas demais fases da cultura.
d) A adicao de Spm ao meio de cultura (Figura 24, A e B), promoveu altos teores dessa
PA endbgena a partir dos sete dias, e especialmente aos 21 dias de cultivo, e elevou também o
teor de Put endégena durante todo o experimento. Os padrdes de variagdo da Put e Spd, e os
valores desta Ultima, ndo mostraram diferencas quando comparados ao controle.
e) Em geral, ndo houve diferengas significativas entre os valores de PAs enddgenas das
regides distais e proximais.

Com relagao a variagdo das PAs conjugadas, nos explantes distais (Figura 25A) e
proximais (Figura 25B), os principais resultados foram:
a) Nos controles, a regido distal apresentou maiores conteldos de PAs, que aumentaram
durante a cultura, especialmente a Put e a Spm.
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b) Nas regides distal e proximal, a adicdo de Put de uma maneira geral aumentou seus
respectivos valores endégenos em relacao ao controle, e provocou uma queda nas demais
PAs, especialmente na Spm, que ficou muito abaixo do seu teor nos controles.

C) A adicdo de Spd promoveu um pequeno aumento no seu teor endégeno e uma queda
nas demais PAs conjugadas.

d) A adicao de Spm ao meio de cultivo elevou seu teor enddégeno aos 21 dias na regiao
proximal dos explantes, e provocou uma diminuicdo aos 28 dias de cultura em relacao aos
controles, tanto na regido proximal como na distal, e causou uma queda nos teores de Put.

e) Finalmente, destaca-se que em todos os tratamentos a Put foi a PA conjugada mais
abundante, mesmo quando adicionadas PAs exégenas. Alem disso, a0 compararem-se 0s
niveis de Put, Spd e Spm livres (Figura 24, A, B e C) e conjugadas (Figura 25, A, B e C), para
todos os tratamentos verificou-se que ao inicio da cultura os valores de Spd livre predominaram
sobre os da forma conjugada e, ao final do cultivo, os contetdos de Put e Spm conjugadas
foram maiores aos ocorridos na forma livre.
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Figura 24. Efeito da adigéo de PAs nos niveis endogenos das diferentes PAs livres (ll-Put, [1-Spd, #1-Spm), na regido distal (A) e proximal (B) de explantes cotiledonares,
durante o cultivo in vifro em meio de cultura organogénico. (média + desvio padrdo; n=3).
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Com relagdo a razdo de PAs (Figura 26A e B) para ambas as regides cotiledonares

cultivadas in vitro, os principais resultados foram:

a) A razdo inicial diminuiu durante cultura em todos os tratamentos. Porém, a adicdo de

Put ao meio de cultura provocou uma relagdo muito maior nas duas regides do explante, em

relacao a todos os tratamentos. O tratamento controle, de uma maneira geral, manteve valores

intermediarios, até 21 dias de cultivo, especialmente nos explantes proximais.

b) Tanto a adicdo de Spd como de Spm ao meio, diminuiram a relacido até os 13 dias de

cultivo nas duas regides, enquanto que provocou um aumento ao final da cultura nos

proximais.
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Figura 26. Razdo de PAs [Put.(Spd+Spm) '] nas regides distal

(A) e proximal (B) de explantes

cotiledonares, durante o cultivo in vitro em meio de cultura organogénico adicionado com diferentes PAs
exdgenas (média + desvio padrdo; n=3).
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3.4.2 Embriogénese somatica
3.4.2.1 Padrao morfogenético

Com relagéo a resposta morfogenética dos explantes cotiledonares cultivados in vitro, destaca-
se que:
a) Aos 35 dias de cultivo ndo foram observadas diferencas significativas na capacidade de
regeneragcdo entre as diferentes regides dos explantes (Figura 27). Entretanto, nos controles, os
explantes proximais (Figura 27E) mostraram uma proliferagao mais abundante de calos que os distais
(Figura 27A), e esta resposta foi ainda mais acentuada nos tratamentos Put (Figura 27, B e F) e Spd
(Figura 27, C e G).
b) Em geral, em todos os tratamentos nos quais foi adicionada uma PA exdgena (Figura 27)
observou-se um maior tamanho dos explantes. Apesar disso, nenhum destes tratamentos foi
significativamente diferente ao controle (Figura 28), em relagdo ao nimero de embrifes totais
visualizados em cada explante. Porém, a adigdo de Put exégena afetou o nUmero de embrides nos
explantes distais e proximais, que foi significativamente diferente em relagdo ao tratamento Spd.

Neste Ultimo tratamento ocorreram os menores nimeros de embrides somaticos.

CONTROLE PUT SPD SPM

Figura 27. Efeito da aplicacdo de PAs exdgenas nas culturas embriogenéticas de cotilédones, regido distal e
proximal, cultivadas in vitro.Tratamento Controle: regido distal (A), regido proximal (E); Tratamento
Put: regido distal (B), regido proximal (F); Tratamento Spd: regido distal (C); regido proximal(G);
Tratamento Spm: regido distal (D); regidao proximal (H).
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Figura 28. Numero de embriées observados na regido distal (ll) e proximal (CJ) de explantes cotiledonares,
durante cultivo in vitro em meio de cultura embriogénico. (média + desvio padrao; n=5).
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3.4.2.2 Padrao e conteudo de PAs

Durante o processo embriogenético, foi avaliada a variacdo no conteido de PAs, nas suas
formas livres e conjugadas, e a razdo de PAs, nas regides distais e proximais de explantes

cotiledonares cultivados in vitro, em meios com e sem adi¢ao de PAs exdgenas.

Com relagao a variacao de PAs livres (Figura 29, A e B) para ambas as regides cotiledonares
cultivadas in vitro, os principais resultados foram:
a) No tratamento controle, em ambas as regibes, o nivel de Put decresceu ao longo da cultura,
enquanto os valores de Spd e Spm aumentaram significativamente aos sete dias de cultivo, seguido
de posterior reducao até o final do experimento. Aos 28 dias de cultivo todos os valores de PAs eram
proximos e muito baixos.
b) No tratamento com a adicao de Put, os valores dessa PA ficaram muito altos aos sete dias de
cultivo, mas decresceram rapidamente ja aos 21 dias de cultura nas duas regides do explante. Neste
tratamento, a partir dos sete dias, o padréo de variacdo de todas as PAs se manteve similar ao
controle, ndo afetando os valores de Spd e Spm; porém, a Put foi a PA predominante, seguida da Spd
e de Spm, durante todo o experimento.
C) Com a adicdo de Spd ao meio de cultura (Figura 29, A e B), seus valores enddgenos foram
muito elevados aos sete dias, decrescendo ao longo do cultivo, mas mantendo niveis mais elevados
gue as demais PAs até os 28 dias de cultura. Este tratamento nao afetou o padrdo de variagdo nem
os conteldos enddgenos de Spm nas duas regides do explante. Entretanto, elevou o conteudo
enddgeno de Put, a partir dos 21 dias, a niveis maiores aos observados nos controles.
d) A adicdo de Spm ao meio de cultura (Figura 29, A e B) promoveu sua incorporagdo em altos
niveis, que assim se mantiveram ao longo de todo o experimento, especialmente na regiao distal.
Ocorreu ainda uma maior queda nos valores de Put e Spd quando comparados aos demais

tratamentos.

Com relacao a variagdo das PAs conjugadas (Figura 30, A e B), os principais resultados foram:
a) Ao longo da cultura, em ambas as regides cotiledonares, nos tratamentos controle e Put
ocorreram valores enddgenos maiores de Put e menores de Spm, enquanto a Spd praticamente
desaparece. Tanto os niveis de Put quanto os de Spm aumentam quando comparados aos valores
originais, porém a adigdo de Put elevou um pouco mais os niveis da respectiva PA sem afetar as
demais PAs.
b) Quando o meio de cultura foi suplementado com Spd (Figura 30, A e B), ndo ha qualquer
acumulo de Spd conjugada. Pelo contrario, neste tratamento a Put conjugada foi a PA mais
abundante. Nos explantes distais (Figura 30A), a adicdo de Spd elevou grandemente os valores de
Put aos 21 dias de cultivo, enquanto nas regides proximais (Figura 30B) diminuiu seus valores.
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C) No tratamento Spm, a adicdo da respectiva PA resultou na incorporagdo de Spm conjugada,
depois dos sete dias na regido distal (Figura 30A), e ja aos sete dias na regiao proximal (Figura 30B),
decrescendo aos 28 dias nas duas regides do explante. Os conteludos de Put conjugada durante
cultura foram semelhantes ao controle.

d) De maneira geral, ndo ha grandes diferengas entre as regides distal e proximal dos explantes,
ocorrendo em todos os tratamentos um acumulo de Put e Spm conjugadas, enquanto a Spd
conjugada foi detectada sé eventualmente.

e) Finalmente, destaca-se que, no controle, a partir do momento em que a Spd livre (Figura 29A
e B) passa a ser a PA livre predominante, aos 21 dias de cultura, a Put conjugada (Figura 30A e B) foi
a PA mais abundante entre as poliaminas livres e conjugadas. Entretanto, no tratamento Put, no qual
a Put (Figura 29A e B) foi a PA livre predominante, a Put conjugada (Figura 30A e B) também foi a PA
que apresentou os maiores niveis a partir dos 21 dias de cultivo. Nos tratamentos Spd e Spm, a Put
conjugada deixa de ser a PA mais abundante, entre as PAs livres e conjugadas, particularmente
devido ao drastico aumento da respectiva PA livre.
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Figura 29. Variagéo no contetido endégeno das diferentes PAs livres (ll-Put, [1-Spd, Z1-Spm), na regi&o distal (A) e proximal (B) de explantes cotiledonares, durante o
cultivo in vitro em meio de cultura embriogénico. (média + desvio padrao; n=3).
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Figura 30. Variag&o no contetido endégeno das diferentes PAs conjugadas (ll-Put, [1-Spd, Z3-Spm), na regido distal (A) e proximal (B) de explantes cotiledonares,

durante o cultivo in vitro em meio de cultura embriogénico. (média + desvio padrdo; n=3).
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Com relagéo a variagdo da razao de PAs (Figura 31, A e B), os principais resultados
foram:
a) Para as culturas mantidas no tratamento controle, a razdo de PAs inicial diminuiu
acentuadamente até os sete dias de cultivo, mostrando uma relagdo estavel durante o resto do
periodo em cultivo, com valores semelhantes para os explantes distais e proximais (Figura A e B).
b) Nas culturas mantidas nos tratamentos Spd e Spm, a razdo mostrou um decréscimo mais
acentuado quando comparado ao controle, mantendo esse patamar até o final do experimento.
C) Pelo contrario, o tratamento Put, aos sete dias de cultura manteve a razao inicial, com

redugdo gradativa até o final da cultura, porém com uma razdo maior que os outros tratamentos.
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Figura 31. Razao de PAs [Put.(Spd+Spm) ’1] nas regioes distal (A) e proximal (B) de explantes
cotiledonares, durante o cultivo in vitro em meio de cultura embriogénico adicionado com
diferentes PAs exdgenas (média + desvio padrao; n=3).
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4 DISCUSSAO

41 O papel do tipo e regiao do explante, e do meio de cultura nas respostas
morfogenéticas

Em nosso trabalho, observou-se que a viabilidade e a capacidade de regeneracao dos
explantes de cotilédone de S. melongena, cv. Embu, foi dependente da suplementacdo de
fitorreguladores ao meio de cultivo in vitro, enquanto que explantes de hipocétilo cultivados em
meio sem adicdo de fitorreguladores mostraram regeneracdo organogénica. Para ambos os
explantes, a adicdo de concentracées e combinacoes de diferentes fitorreguladores afetou a
resposta morfogenética, tanto para ES quanto para OG. Ao suplementar-se o0 meio de cultivo
com 26,85 uM de ANA, tratamento adaptado as condicbes embriogénicas, os cotilédones
mostraram uma maior competéncia para ES quando comparados aos hipocotilos.
Particularmente, nos cotilédones, um tempo de 14 dias em meio indutor resultou no
desenvolvimento precoce dos embrides somaticos apds sua transferéncia para o meio sem
fitorreguladores, quando comparado aos explantes mantidos no tratamento com ANA durante
todo o periodo de cultivo. Por outro lado, nas combinagtes de 2,9 uM de AIA e 11,1 uM de
BAP, ou 2,9 uM de AIA, 11,1 uM de BAP e 0,2 uM TDZ, utilizadas para a organogénese, 0
potencial organogenético dos cotilédones foi menor em relacdo aos explantes de hipocétilo.
Tanto nos explantes de cotilédone como de hipocétilo, a resposta morfogenética foi semelhante
entre as regides distal e proximal. Destaca-se que a adicido de TDZ ao meio organogénico
provocou um aumento na resposta em relagdo a adicdo de AIA e BAP, promovendo a
formagao de protuberancias nos cotilédones, e calos e gemas nos hipocétilos.

Segundo Sharma e Rajam (1995a), a combinagéo de 2,9 uM de AlA e 11,1 uM de BAP,
mostrou-se mais eficiente na organogénese a partir de explantes de cotilédone e hipocétilo de
S. melongena, cv. Pusa Purple Long. Porém, quando esta combinacao foi utilizada no presente
trabalho com S. melongena, cv. EmbU, as respostas morfogenéticas discordaram daquelas
obtidas por estes autores. Salienta-se que, para os cotilédones, esta combinacao resultou
numa evolugdo organogenética indefinida, observando-se principalmente protuberancias. Por
outro lado, apesar de verificar-se a conversdo esporadica das protuberancias a gemas apos
um periodo prolongado em cultura, com eventual regeneragdo de ramos em meio sem adi¢ao
de fitorreguladores, ndo ocorreu o enraizamento destes. Assim, demonstrou-se que esta
combinagao ou concentragdes de fitorreguladores adaptadas as condigbes organogénicas e
material utilizado foi inadequada, expondo, possivelmente, as células a um estresse, conforme
salientado por Gaspar et al. (2002). Para os hipocétilos, a resposta foi semelhante aquela

ocorrida em meio de cultivo in vitro sem a adi¢ao de fitorreguladores.
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Apesar da combinagado utilizada nao ter resultado numa evolugdo organogenética
similar aquela observada por Sharma e Rajam (1995a), em geral, as diferencas na habilidade
morfogenética tanto para ES quanto para OG entre os explantes de cotilédone e hipocétilo de
S. melongena, cv. Embu, foram semelhantes. Diferentemente, Magioli et al. (1998) obtiveram
em S. melongena, cv. F-100, um maior potencial de regeneragdo nos cotilédones que os
hipocétilos, com o uso isolado de 0,2 u M de TDZ, em comparagdo a resposta induzida por
BAP. Em nosso trabalho, a aplicagdo de TDZ ao meio organogénico AIA+BAP n&o modificou o
potencial de regeneracdo entre os explantes, mas somente aumentou a formacdo das
estruturas induzidas pela combinacdo do AlA e BAP. Pode-se supor que, em parte, o efeito do
TDZ adicionado em cultura in vitro, simule aqueles provocados pela adicdo da auxina e
citocinina (Murthy et al., 1998). Ainda nesse sentido, o TDZ provocou uma inibigdo sobre o
desenvolvimento dos ramos nos hipocoétilos, semelhante ao relatado por Magioli et al. (1998).

4.2 Conteudo e variacao de poliaminas em explantes e culturas

A partir das diferengas observadas na capacidade morfogenética entre explantes, pode-
se verificar a existéncia de uma possivel relagao desse processo com os conteldos enddgenos
de PAs nos explantes iniciais. Assim, os maiores conteldos enddgenos de Put livre e
conjugada, Spd livre, e PAs totais apresentados nos cotilédones em comparagdo aos
hipocotilos, foi correlacionado com a competéncia para ES. Ao contrario, os baixos niveis de
PAs nas formas livre e conjugada observados nos hipocétilos foram associados a uma maior
capacidade organogenética. Acrescenta-se que, nos cotilédones, a Put foi a PA mais
abundante, seguida da Spd, enquanto que, nos hipocotilos, os conteldos destas PAs nao
diferiram significativamente. Os contetdos de Spm foram muito baixos e semelhantes nos dois
tipos de explantes. Além disso, as PAs na forma livre foram predominantes sobre a forma
conjugada. Os maiores contelidos de Put livre na regido distal de cotilédones e hipocétilos em
relacdo a regido proximal ndo foram relacionados com a habilidade morfogénica. Entretanto,
sugerem estar positivamente relacionados com os maiores conteddos de aminodcidos totais
ocorridos nestas regides dos explantes (De Souza, 2006).

Diferencas nos contetdos enddgenos de PAs entre diferentes explantes num mesmo
programa morfogenético (Boget et al., 1995) ou de um gradiente de PAs no mesmo explante,
relacionados com a habilidade morfogenética (Altamura et al., 1993; Sharma e Rajam, 1995b)
ja foram relatadas anteriormente. Tiburcio et al. (1988) correlacionaram os menores contelidos
de PAs observados em internds de inflorescéncia (estagio de fruto verde) de Nicotiana
tabacum com a maior habilidade organogenética. Por outro lado, a maior capacidade
embriogénica tem sido correlacionada positivamente aos valores de PAs iniciais a partir de

explantes de hipocétilo e cotilédone de S. melongena, cv. Pusa Purple Long (Sharma e Rajam,
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1995b; Yadav e Rajam, 1997). No entanto, Pedroso et al. (1997) observaram em folhas de
Camellia japonica que tanto as regides embriogénicas como as ndo embriogénicas nao
apresentaram diferencas nos conteldos de PAs iniciais. Segundo Antognoni et al. (1998), as
diferengas nos conteddos de PAs entre diferentes tecidos poderiam estar associadas a um
metabolismo inicial diferente. Neste sentido, mais do que seus contelidos, o fator determinante
na morfogénese in vitro poderia ser o metabolismo das PAs (Aribaud et al., 1999). Porém, em
nossos experimentos, tanto os contelddos, como a varicdo de PAs livres e conjugadas em
culturas organogénicas in vitro, a partir de diferentes tipos de explantes, indicam uma
associacao destas PAs com o programa organogenético.

Em geral, no inicio das culturas in vitro (até sete dias), durante o periodo de indugéo
organogenética, baixos conteldos de Put livre, que eram semelhantes nos dois tipos de
explantes, foram associados com um acréscimo nos teores de Put conjugada que se manteve
ao longo da cultura. Em relagdo aos valores originais, um decréscimo acentuado nos valores
da Put livre foi associado com uma diminuicdo no contelido de PAs totais, nas duas regides
dos cotilédones, enquanto que nos hipocoétilos, com baixos contelidos iniciais, mostraram um
aumento das PAs totais devido ao acréscimo das PAs conjugadas. Nesse periodo, a Spd e
Spm livres foram predominantes sobre a forma conjugada, devido a um aumento acentuado
nos teores iniciais, aos sete dias de cultura, independentemente do tratamento. Assim, nossos
resultados sugerem que uma relagdo desfavoravel na razao entre a Put livre e as PAs Spd e
Spm livres no inicio da cultura, junto com um acréscimo na conjugacao da forma livre de Put,
tanto nos cotilédones como nos hipocétilos, poderiam estar relacionados a fase indutiva do
processo organogénetico. Reforgando esta hipdtese, em cotilédones sem uma resposta
morfogenética, ndo ocorreu a conversao da Put livre a forma conjugada, como relatado para
cotilédones de S. melongena, cv. Violetta lunga (Scoccianti et al., 2000).

Saliente-se que um decréscimo de Put livre nos cotilédones, antes da visualizagdo da
resposta organogénica, também foi observado em cotilédones de S. melongena (Scoccianti et
al., 2000) e Cucumis sativus (Zhu e Chen, 2005), e em hipocétilos de Brassica oleracea (Pua et
al.,, 1999). Em nossos experimentos, a reducdo de Put livre nos cotilédones ndo se explica
totalmente pela conversdo a Spd e Spm livres, dado os baixos valores destas PAs nos
explantes em cultura, inclusive quando foi adicionada Put exégena ao inicio do cultivo. Neste
caso ocorreu um aumento nos contetdos enddgenos de Put livre e conjugada sem provocar
uma mudancga nos niveis de Spd e Spm livres. Nossos resultados sugerem que a conversao de
Put a Spd e Spm néo seja a principal via de utilizagao de Put livre em cotilédones e hipocotilos
de S. melongena e, portanto, os baixos contetdos de Put livre bem como a sua conversao a
forma conjugada poderiam estar relacionados a fase indutiva da organogénese. Acrescente-se
que o fitorregulador BAP mostrou-se inefetivo ou inibitério na biossintese de Put, enquanto que
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sua combinacdo com AlA induziram a atividade de biossintese, sem provocar um acumulo, em
internds de N. tabacum, conforme descrito por Scaramagli et al. (1995).

Assim, a variacdo do contetdo de Put livre, precursor obrigatério da Spd livre, estaria
regulando a razao Put/Spd. Esta relagéo tem sido considerada critica para o crescimento e
diferenciagdo organogénica a partir de folhas de varias linhas transgénicas de N. tabacum
(Kumria e Rajam, 2002), e embriogénica em calos de Oryza sativa (Shoeb et al., 2001). Além
disto, 0 aumento de Spm aos sete dias de cultura esta de acordo com as observacdes de Zhu
e Chen (2005). Estes autores mostraram que existe um aumento da Spm livre antes da
visualizagdo de estruturas vegetativas, sendo altos conteddos de Spm livre correlacionados
com a inducéo e formacao das gemas em cotilédones de C. sativus.

Por outro lado, o padrdo de variacdo no conteddo de Put livre nos explantes de
cotilédone e hipocotilo foi semelhante quando mantidos no mesmo tratamento, apresentando
teores baixos durante o cultivo, especialmente no tratamento AIA+BAP, assim como os valores
de Spd e Spm livres, que em geral, também diminuiram. Destaca-se que, apés sete dias, o
padrdo das PAs totais nas duas regides dos explantes de cotilédone e hipocétilo foi
representado pelo conteldo das PAs conjugadas, particularmente de Put conjugada. Em geral,
os conteudos de Put conjugada aumentam ao longo da cultura in vitro nos dois tipos de
explantes, assim como os valores de Spd e Spm conjugadas. Sugere-se que ocorra uma
utilizagao das PAs livres, ap6s a fase de indugao, durante o crescimento e diferenciagdo das
estruturas organogénicas, para a sintese das PAs nas formas conjugadas. Uma reducgao
continua no conteudo de PAs livres, bem como um aumento geral na forma conjugada das PAs
durante o desenvolvimento organogénico, também foi relatado em cotilédones de S.
melongena, cv. Violetta lunga, durante a organogénese (Scoccianti et al., 2000). Anteriormente,
Tiburcio et al. (1988) mostraram que, durante o desenvolvimento de estruturas vegetativas e
florais a partir de interndés de N. tabacum, ocorre uma reducdo da Put e Spd livres € um
aumento na conjugacao destas PAs.

Independentemente das condicdes de cultivo determinantes da organogénese,
evidenciou-se que, nos cotilédones, junto a uma evolucao morfogenética nao definida, ocorriam
maiores conteldos de PAs totais e de PAs conjugadas em relacdo aos hipocétilos. Ao
contrario, os hipocotilos mostraram uma evolugao organogenética definida bem como teores de
PAs totais, livres e conjugadas, menores que os cotilédones. Além disso, os hipocétilos
cultivados nos tratamentos AIA+BAP e controle, que apresentaram uma evolucao
organogenética semelhante, mostraram contelidos de Put livre e conjugada, Spd livre e PAs
totais também semelhantes. A partir destes resultados, verificou-se a existéncia de uma
correlagdo positiva entre os conteldos iniciais de PAs e o tipo de explante, observando-se
maiores conteddos nos cotilédones em comparagdo aos hipocétilos. Por conseguinte, um

maior acréscimo de Put conjugada nos cotilédones, concomitantemente a uma evolugcao
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morfogenética nao definida, possivelmente seja consequéncia dos maiores contetdos iniciais
de Put conjugada em comparagéo aos hipocotilos. Entretanto, esta relagéo entre o acimulo da
forma conjugada de PAs, principalmente de Put, e a evolugdo morfogenética, sugerem um
possivel envolvimento das PAs conjugadas durante o processo de diferenciacao
organogenética de S. melongena.

Segundo Bouchereau et al. (1999) as PAs conjugadas podem ter a fungao de proteger
as células expostas ao estresse, que em nosso experimento pode ter sido provocado por uma
aplicacao inadequada na concentragdo ou combinacéao de fitorreguladores para os cotilédones,
conforme sugerido por Gaspar et al. (2002), resultando numa evolugdo morfogenética
“ineficiente”, concomitantemente a um acimulo de Put conjugada maior que nos hipocétilos.
Por outro lado, Biondi et al. (2001) mostraram que uma inibicAo da organogénese, devido ao
efeito de metil-jasmonato, ocorria paralelamente a um aumento no acumulo de PAs
conjugadas. Coerente com isto, o acumulo destas PAs geralmente estd relacionado a
inativacdo da forma livre, a qual seria a Unica forma ativa (Bais e Ravishankar, 2002) capaz de
participar, direta ou indiretamente, em varias vias metabdlicas essenciais aos processos de
morfogénese in vitro (Gaspar et al., 2003).

Devemos salientar que, independente da evolugdo morfogenética, o tratamento
AlIA+BAP+TDZ promoveu um aumento no contetdo das PAs, nas formas livres e conjugadas,
nas fases finais da morfogénese, tanto nos explantes de cotilédone quanto nos de hipocétilo.
Porém, este acréscimo foi mais acentuado nos cotilédones, devido aos maiores conteudos de
Put conjugada acumulados nestes explantes. Estes resultados sugerem que o TDZ estimula ou
mantém os conteddos de PAs mais altos. O mecanismo de acdo de TDZ esta associado, em
parte, com a inibicdo da degradagédo das citocininas pela citocinina oxidase, resultando num
aumento dos contelidos de citocininas endégenas (Bilyeu et al., 2001; Chatfield e Armstrong,
1987). Varias evidéncias suportam que as citocininas induzem o acumulo de PAs (Sergiev et
al., 1995; Feray et al., 1992; Rakova e Romanov, 2005), resultando numa possivel explicacao
para as diferengas nos contetdos de PAs totais observados no tratamento organogénico no
qual foi utilizado o TDZ, particularmente nos cotilédones, que mostraram os maiores contelidos
nessas condicdes de cultivo. E possivel que os maiores contetidos atingidos pelos explantes
ao final da cultura estejam relacionados a um estresse provocado por um tratamento com
excesso de citocinina. Entretanto, esta hipétese nao foi estudada no presente trabalho.

Por outro lado, nossos resultados sugerem ainda que o padrdo de variacdo nos
conteudos de PAs foi uma adaptacao as condigcdes que levam a organogénese e ao material
usado. Neste sentido, tanto nos explantes de cotilédone como de hipocétilo, entre as PAs na
forma conjugada, a Put foi a PA predominante, seguida da Spm e Spd. Em geral, os contetdos
de Put, Spd e Spm conjugadas mostraram uma tendéncia ao aumento a partir da fase de
inducdo da OG, durante todo o cultivo, nos diversos tratamentos. Assim, para a Spm, os teores
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da forma livre ao final da cultura foram menores aos da forma conjugada. Porém, durante o
periodo de cultivo in vitro, os teores da Spm livre e conjugada aumentaram em relagdo aos
teores iniciais, independentemente do tratamento. Para a Spd, apesar da diminuicdo da forma
livre ao longo da cultura, o aumento da forma conjugada néo foi acentuado como nas outras
PAs, e portanto, os valores de Spd livre e conjugada foram muito baixos ao final da cultura.
Entretanto, entre as PAs livres, a Spd foi a mais abundante. Adicionalmente, ao comparar-se
as PAs nas formas livres e conjugadas, a Put conjugada foi aquela que mostrou os maiores
teores, inclusive em relacao a Spd livre e Spm conjugada, representando o padrao de variacao
das PAs totais durante o processo organogenético.

A despeito do possivel efeito do meio basico, MB ou MS, suplementado com AIA+BAP,
tanto para a resposta organogénica quanto ao conteldo e padrao de variacao de PAs ocorrido
em explantes de cotilédone, observou-se diferencas em relagcdo aos conteldos das diversas
PAs apesar da semelhanca em relagcdo ao padrdao morfogenético obtido. Nos explantes
cultivados no meio MS o contetdo de PAs totais foi maior em relacao aqueles em meio MB,
devido a um aumento no conteddo das PAs conjugadas, especialmente quando foram
visualizadas as primeiras estruturas morfogenéticas, e a uma tendéncia de diminuicdo da Put e
Spd livres menos acentuada. Estes resultados, além de corroborar a existéncia de uma relacao
entre a conjugacao de PAs e a expressao da morfogénese, indicam que a glicina, presente s6
no meio MS, poderia estar contribuindo tanto na biossintese de PAs livres como na sintese de
acidos hidrocinamicos (HCA), aumentando por conseqiéncia a conjugacdo das PAs.
Entretanto, até 0 momento ndo existem trabalhos que relatam a participagdo da glicina na
sintese de PAs. Por outro lado, apesar da fungcdo dos HCA ainda ndo estar elucidada, seu
acumulo pode ser interpretado como um efeito de um maior conteddo ou sintese das PAs
livres, conforme sugerido por Scoccianti et al. (2000).

Durante o processo de ES, a partir de explantes de cotilédone cultivados em meio
suplementado com ANA, os maiores conteldos de PAs livres ocorreram entre os sete e 14 dias
de cultura, durante os estagios de inducao e formacao de calo embriogénico. Altos contelidos
de Put livre foram observados durante a fase indutiva da formagao de calo embriogénico em
folhas de S. melongena (Yadav e Rajam, 1998) e em anteras imaturas de Vitis vinifera (Bertoldi
et al., 2004), enquanto que altos contetidos de Spd livre mostraram um papel importante na
iniciacdo de embrides somaticos em Panax ginseng (Monteiro et al., 2002). Em relacdo aos
valores iniciais, nesta fase ocorreu um decréscimo de Put livre € um acréscimo de Spd e Spm
livres, além de altos teores de Put conjugada, e o inicio do acumulo de Spm conjugada. De
acordo com os nossos resultados, sugere-se que ocorra uma alta utilizagéo de Put livre para
sintese da Spd livre, resultando numa redugéo da relagao Put/Spd inicial entre estas duas PAs
livres, e um aumento da Spd e Spm livres, durante a formagdo do calo embriogénico. Uma

variacao similar no contetido das PAs livres foi observada por Yadav e Rajam (1998) durante o
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estagio de adquisicio de competéncia embriogénica, com formacdo de massas pré-
embriogénicas (PEM) em folhas de S. melongena, cv. Pusa Purple Long. Apesar de que néo foi
realizado neste trabalho um estudo anatémico detalhado, aos sete dias de cultivo foram
observadas PEM no interior dos explantes de cotilédone de S. melongena, cv. F-100, (Tarré et
al., 2004). Foi demonstrado que a razdo Put/Spd é critica para o crescimento e diferenciacao
de embrides somaticos em Vitis vinifera e Oryza sativa (Faure et al., 1991; Shoeb et al., 2001).
Por outro lado, Silveira et al. (2006a) demonstraram que a adicdo de Spd e Spm ao meio de
cultura permitiu a evolugdo morfogenética, do estagio PEM Il ao estagio PEM Ill, em suspenséao
embriogénica a partir de sementes imaturas de Araucaria angustifolia. A importancia da razao
entre estas duas PAs também foi observada em nosso trabalho, quando foram aplicadas as
PAs ex6genas aos tratamentos de inducao de ES. Nota-se que somente quando foi adicionada
Spd exdgena as culturas embriogénicas, ndo ocorreu uma redugao da razao entre a Put e Spd
livres, resultando numa diminuicdo no nimero de embrides somaticos quando comparado com
o tratamento embriogénico suplementado com Put exdgena.

Posteriormente, durante a fase de desenvolvimento dos embrides somaticos a partir dos
21 dias, houve uma redugdo no conteldo de todas as PAs livres até o final do cultivo,
provavelmente devido a sua utilizagdo nesta fase, conforme sugerido para folhas de S.
melongena por Yadav e Rajam (1998). Esta diminuicdo nos valores de Put, Spd e Spm livres
durante os estagios de desenvolvimento dos embrides somaticos via ES indireta, também foi
observada em anteras imaturas de Vitis vinifera (Bertoldi et al., 2004). Ao contrario, as formas
conjugadas de Put e Spm se mantiveram num patamar semelhante ao observado aos sete dias
de cultura, enquanto que os valores de Spd conjugada, ao longo do cultivo, foram inferiores
aos das outras PAs conjugadas, e menores aos teores de Spd livre, apesar da reducao desta
ultima durante o desenvolvimento dos embrides somaticos. A Put conjugada foi predominante
sobre a forma livre, apds os sete dias de cultivo, devido a redugao continua nos teores de Put
livre ao longo da cultura, e a manutengao de altos teores da forma conjugada desta PA.

Quando comparados os tratamentos ANA e ANA (14d), para a indugdo da ES,
observou-se que o ANA teve um efeito sobre a biossintese de PAs totais, e que esse efeito é
maior quando a presenga de ANA é continua. Este efeito estimulador das auxinas sobre a
biossintese das PAs concorda com que tem sido relatado para outros materiais (Faivre-
Rampant et al., 2000; Gaspar et al., 2003). Neste sentido, a manutengcdo das condigbes
indutivas nas culturas de explantes de cotilédones durante o periodo em que ocorreu a
diferenciagdo dos embrides somaticos manteve um decréscimo menos acentuado nas PAs
livres, especialmente da Spd e Spm livres, associado ao desenvolvimento dos estagios
embriogénicos observados mais tardiamente em relacdo ao tratamento ANA (14d). Assim,
sugere-se que, para um melhor desenvolvimento embriogénico, seria favoravel a eliminagdo do

estimulo indutivo, ja que a suplementacdo do ANA nao foi imprescindivel para a expressao
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embriogénica a partir de explantes de cotilédones. Por outro lado, estes resultados corroboram
a relagao entre o desenvolvimento dos embrides e a redugao nas PAs livres.

Quando comparados os processos de OG e ES em relagao aos contelidos e padrdes de
PAs, na forma livre e conjugada, observou-se que, para ambos, o padréo de variagdo das PAs
livres foi semelhante ao longo da cultura in vitro. Porém na ES, durante o periodo inicial de
cultivo, a diminuigdo da Put livre foi menos acentuada, mostrando teores cinco vezes maiores
em relacdo aos valores ocorridos nos explantes mantidos em meio organogénico, e o aumento
observado na Spd livre, no processo embriogénico, foi o dobro em relacdo aos valores
ocorridos no processo organogenético. No entanto, os valores de Spm livre, os quais
apresentam um acréscimo em relacdo aos valores originais aos sete dias de cultivo, foram
semelhantes para ambos os processos morfogenéticos. Posteriormente, no processo de ES a
reducdo nos teores de PAs livres foi acentuada, alcancando valores semelhantes aqueles
observados no processo de OG aos sete dias de cultivo in vitro. Aos 28 dias de cultivo, nos
dois processos morfogenéticos, os teores de Put, Spd e Spm livres foram muito baixos e
préximos entre eles. Foi demonstrado por Cvikrova et al. (1999), em folhas de Medicago sativa,
que durante o inicio do cultivo embriogénico ocorrem niveis de PAs livres maiores, bem como
um grau de proliferagdo celular mais intensa, em comparagdo ao tratamento suplementado
com uma combinacao de uma auxina e uma citocinina.

Assim, sugere-se que durante o periodo indutivo ocorram maiores conteldos iniciais de
Put e Spd livres nas condicdes embriogénicas em relacdo as organogénicas, devido a uma
maior ativagao da biossintese de PAs modulado pelo tratamento hormonal (Scaramagli et al.,
1995). A sintese da Put ocorre diretamente através da ornitina pela ornitina decarboxilase, ou
indiretamente através de uma serie de intermediarios, incluindo a agmatina, a partir da arginina
via arginina decarboxilase (Kakkar et al., 2000). Yadav € Rajam (1998) demonstraram que os
altos niveis de PAs livres, particularmente da Put, deviam-se a uma alta atividade da ADC
durante a ES, induzida através do ANA, em folhas de S. melongena. Em nosso experimento de
ES, os maiores contelddos de arginina foram observados no inicio do cultivo, ocorrendo uma
diminuigao ao longo da cultura (De Souza, 2006). Portanto, o decréscimo no conteudo de PAs
livres durante o cultivo poderia estar correlacionado a uma diminuicdo na disponibilidade de
arginina endégena. Por outro lado, Fobert e Webb (1987) ja haviam demonstrado uma
correlagdo negativa entre um incremento na concentracdo de arginina adicionada em
condicbes embriogénicas, e a resposta embriogenética a partir de cotilédones de S.
melongena. Scaramagli et al. (1995) também demonstraram que a presenca de AIA+BAP em
explantes de N. tabacum ativa a biossintese de Put, via ADC, porém um acumulo desta PA foi
relacionado a uma ativagdo via ODC e ADC. Entretanto, Scoccianti et al. (2000) mostraram que
a atividade da ODC era maior em comparacao a atividade da ADC durante a organogénese a
partir de cotilédones de S. melongena tratados com ANA e zeatina.
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Em relagdo as PAs conjugadas, no periodo em que os explantes ainda nao
apresentavam um padrdo morfogenético determinado, os conteddos de Put conjugada foram
maiores nos explantes mantidos em cultura organogénica, e valores mais elevados foram
observados nesta Ultima, até o final do cultivo. Os teores de Spd conjugada, mesmo que baixos
para ambos os processos, foram maiores no processo de OG. O resultado mais notavel foi em
relacdo aos conteldos de Spm conjugada, os quais foram significativamente maiores no
processo de OG em relacdo ao de ES, devido a um acréscimo ao longo do cultivo durante a
OG; em funcao disso, este processo mostrou uma relacdo maior entre a forma conjugada de
Spm e a forma livre, que nao foi evidente no processo de ES. O padrao de variagdo das PAs
totais no processo de OG foi caracterizado principalmente pela fracao conjugada das PAs, Put
e Spm. Porém, no processo de ES, aos sete dias de cultivo, foram principalmente as PAs livres
que contribuiram para o conteldo de PAs totais, enquanto que posteriormente sé a Put
conjugada foi realmente importante.

Em geral, os processos morfogenéticos, tanto de ES como de OG, a partir de explantes
de cotilédone, ocorridos em cultivo in vitro, foram associados com maiores contetdos de PAs
livres antes da visualizagdo da resposta morfogenética, seguido de uma diminuicdo de PAs
livres durante a expressao, além de aumento e manutencao de altos teores de Put conjugada,
a qual passa a ser a PA predominante entre as livres e conjugadas. O acumulo das PAs
conjugadas foi menor no processo de ES.

4.3 Efeito da aplicacao de PAs exogenas nas respostas morfogenéticas e no teor
endogeno

Nossos resultados evidenciaram que, dependendo do processo morfogenético e dos
fitorreguladores adicionados ao meio de cultivo, podem ser encontrados nos tecidos em cultura,
diferentes conteldos e padroes de PAs. Além disso, a adicdo de PAs no cultivo embriogénico
ou organogénico, resultou em mudangas na morfologia das culturas assim como nos teores
endogenos de PAs.

No meio organogénico (OG), a adicao de PAs promoveu a incorporacao da respectiva
PA livre durante a fase indutiva, antes da visualizacdo das primeiras estruturas morfogenéticas,
e a conversdo a sua forma conjugada durante todo o processo morfogenético. Porém, a
aplicacao de PAs exdgenas teve um efeito contrario na conversdao a forma conjugada das
outras PAs ndo adicionadas, durante todo o periodo de cultivo. Particularmente, a adicao de
Spm promoveu a manutengao de conteudos elevados da Spm enddgena durante a expressao
morfogénica, além de provocar um acréscimo da Put livre durante todo o periodo de cultura. A
partir de nossos resultados, pode-se supor que um aumento na conjugacao da respectiva PA

adicionada seja consequéncia de um excesso no conteudo da sua forma livre, “adaptada” as
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condigbes organogénicas estabelecidas, enquanto que uma reducdo na conjugacao das outras
PAs pode-se dever a uma falta de &cidos hidrocindmicos. Por outro lado, uma inibicao da
biossintese de &acidos hidrocinamicos foi associada a uma redugdao nos valores de PAs
conjugadas, e a um aumento da forma livre (Cvikrova et al., 2003). Dado que em nosso
trabalho os conteddos endoégenos de Spd e Spm livres ndo aumentaram apds a adicao
exdgena do seu precursor, € provavel que tenha ocorrido uma conversédo deficiente devido a
falta de grupos aminopropil necessarios para biossintese destas PAs livres. Outra possivel
explicacdo seria a limitacdo de enzimas (S-adenosilmetionina decarboxilase e Spd e Spm
sintase) (Bastola e Minocha, 1995). Com relacdo aos conteddos endégenos de Spm, nossos
resultados sugerem que ocorre a biossintese de Put livre durante a organogénese, em parte
para sua utilizacdo na conversao a Spm. Estes resultados concordam com aqueles de Zhu e
Chen (2005), que demonstraram que a adicdo de Put exdgena ao cultivo organogénico de
explantes de cotilédones de C. sativus provoca um incremento nos conteldos de Spm
endbgena.

A adicao de PAs ao meio embriogénico (ES), promoveu a incorporacao da respectiva PA
livre durante a fase indutiva, e manteve seus teores enddégenos maiores em relagdo ao controle
durante o resto do periodo de cultivo. Destaca-se que, ao contrario do processo organogenético,
somente a adicao de Put e Spm promoveu um acréscimo na conversao da respectiva forma
conjugada sem afetar as outras PAs conjugadas, enquanto que a adicdo de Spd afetou a
conjugacéao da Put livre. Particularmente, a adicdo de Spm ao meio embriogénico, ao contrario do
observado no processo de OG, provocou um decréscimo da Put e Spd livres mais acentuado em
relagao ao controle.

Nossos resultados estdo de acordo com aqueles observados em trabalho com folhas de S.
melongena, em que a adicdo de Put exdgena afetou somente os conteldos endégenos de Put
livre e conjugada (Yadav e Rajam, 1997, 1998). Entretanto, em nosso trabalho n&o foi observado
um aumento na resposta embriogénica. Estas discrepancias podem ser atribuidas aos diferentes
tipos de explante utilizados, diferentes concentragées de ANA, ou das diferentes condi¢des de
crescimento das plantulas nestes dois estudos. Por outro lado, Fobert e Webb (1988) mostraram
que a adicdo de PAs ao meio de cultivo contendo uma concentragdo de ANA idéntica a utilizada
em nosso trabalho, ndo afetou a resposta de ES em cotilédones de S. melongena. Em geral, a
adicao de PAs exdégenas resultou num aumento de tamanho dos explantes devido principalmente
a calogénese, sem favorecer a formacao de embrides somaticos. Pelo contrario, a presenca de
Spd provocou uma redugcdo no numero de embribes em comparacdo ao tratamento Put.
Resultados semelhantes foram obtidos em explantes de Panax ginseng, nos quais as PAs
exdgenas nao promoveram a multiplicacdo embriogénica, e quando adicionou-se Spd ou Spm,
ocorreu uma diminuicao da ES, juntamente com um aumento da calogénese (Kevers et al., 2002).
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No entanto, a adicao de Spd no estagio de iniciacdo da ES, aumentou a resposta embriogénica
(Kevers et al., 2002; Monteiro et al., 2002).

Assim, pode-se concluir que no processo embriogénico, em geral, a maior variagao nos
conteudos de PAs foi em relagao a fragdo das PAs livres, e a adicdo exdgena destas afetou
principalmente o conteldo endégeno das mesmas. Ao contrario, no processo organogenético,
as maiores mudancas no conteldo enddégeno de PAs ocorreu na fragdo conjugada, e a
aplicacao de PAs exdgenas apresentou um efeito mais significativo, especialmente para o
contelido de Put conjugada.

4.4 Consideracodes finais e perspectivas

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram a existéncia de uma relacdo
interdependente dos fitorreguladores e poliaminas na determinacdo dos processos de ES e
OG, que abrem mais perspectivas para o entendimento de seu controle. Por outro lado, deve-
se salientar as peculiaridades de inducido e expressdo das duas vias morfogenéticas aqui
estudadas, que confirmam que nosso sistema é um bom modelo para estudos desse tipo.

Assim, a partir das observacoes feitas em nosso trabalho, surgem algumas novas
possibilidades de exploragdo de caminhos que levem a ampliagdo do conhecimento do
mecanismo do estabelecimento e do controle dos programas morfogenéticos. Acreditamos que
esforcos devem ser concentrados no estudo do papel das PAs conjugadas, e das possiveis
causas e efeitos de seu acumulo. Por outro lado, a existéncia de uma relagdo entre os
contetdos de arginina e de PAs nos hipocétilos e nos cotilédones de S. melongena, sugerem
que novas investigacoes devem ser feitas, principalmente com referéncia aos precursores de
PAs. A partir das evidéncias surgidas da existéncia de uma correlagdo dos contetdos de PAs
endoégenas com a morfogénese, sugere-se o estudo da atividade das enzimas relacionadas a
biossintese (ODC e ADC) e catabolismo (DAO e PAO) de PAs, principalmente através do efeito
de inibidores enzimaticos. Adicionalmente, abordagens utilizando técnicas citolégicas e
imunocitoquimicas durante a fase indutiva possibilitariam uma melhor descricdo dos eventos
relacionados com a divisdo e crescimento celular, em suma, com a diferenciacdo que precede
a expressao da organogénese.

Finalmente, deve-se lembrar que a interagdo de diferentes fitorreguladores que conduz
a expressao organogenética, € feita numa primeira etapa através da sinalizacdo que leva a
expressao génica, com a conseqlente producao de proteinas caracteristicas. A identificacao
de proteinas peculiares associadas as diversas etapas dos processos morfogenéticos, através
do estudo dos proteomas, ja tem sido feita em estudos de embriogénese (Silveira et al.,
2006b), onde proteinas caracteristicas tem sido associadas a diferentes estagios
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embriogenéticos. Este € mais um tipo de estudo que julgamos de interésse, onde o sistema de
S. melongena que utilizamos pode ser extremamente Ultil.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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