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“Freezing is lethal to most living systems; yet it can also preserve cells and their constituents,
and it may some day permit the long term storage of whole viable organs.”
Peter Mazur, 1970.



RESUMO

PIERUZZI, F. P. Criopreservacdo de Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze: aspectos
fisiol6gicos e bioquimicos. 2013. 140 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2013.

O longo periodo para alcancar o estadio reprodutivo, a fenologia irregular e a recalcitrancia
de sua semente dificultam o estabelecimento de programas de conservagao para Araucaria
angustifolia, arbdérea nativa ameagada de extingdo. Técnicas de cultivo in vitro, associadas a
criopreservacdo, sao ferramentas importantes para conservacdo ex situ de espécies
recalcitrantes. O objetivo deste trabalho foi 0 estudo da criopreservacdo no sistema A.
angustifolia. Um protocolo de criopreservacdo para culturas celulares foi desenvolvido,
baseado na otimizacdo das concentracdes de DMSO. Apenas o tratamento que utilizou 20%
de DMSO apresentou recuperagao significativa apds cinco semanas apos o reaquecimento,
sendo o tratamento mais promissor. Observou-se que as células expostas aos crioprotetores
apresentaram niveis mais baixos de PAs, ABA e ROS, em comparacgéo as células que néo
foram expostas aos mesmos. Duas bandas protéicas de baixo peso molecular foram mais
intensamente coradas apenas nas células que sofreram exposicdo aos crioprotetores. O
embrido zigotico foi utilizado para o estudo de diferentes aspectos biofisicos do processo de
criopreservagdo como a permeabilidade dos crioprotetores, a capacidade de resposta
osmdética e resisténcia ao congelamento dos tecidos. Embrides foram desidratados por
secagem ultrarrdpida, meio WPM contendo 2M de sacarose, ou PVS2. As taxas de
desidratacdo foram avaliadas em cinco segmentos do embrido, sendo observada maior
resisténcia nos segmentos intermediarios: 2 e 3. Embrides dessecados abaixo de 0,5 g
H,0.g MS™, por de secagem ultrarrapida (12 h), apresentaram escurecimento e falha para
reidratar. Os embrifes dessecados a cerca de 0,45 g H,0.g MS™, usando 2 M de sacarose
(8 h), foram recuperados por reidrata¢do. O contetudo de 4gua de embrides embebidos em
PVS2 (2 h), ap6s pré-tratamento com sacarose 2M, apresentaram conteudo de agua
reduzido para 0,35 g H,0.g MS™, sem variacéo entre os segmentos, e também puderam ser
recuperados apos reidratacdo. Penetragdo diferencial de PVS2 foi observada. A analise por
microscopia Optica foi realizada em embrides diretamente expostos ao nitrogénio liquido ou
submetidos ao tratamento de 2M de sacarose (8 h), seguido de PVS2 (2 h), (seguido ou ndo
de resfriamento) e recuperacdo em meio contendo 1,2 M sacarose. Observou-se a presenca
marcante de grdos de amido em todos os tecidos do embrido. Embrides expostos aos
diferentes tratamentos apresentaram um maior nimero de células mortas, regibes de
heterocromatina e maior espagamento intercelular, quando comparados ao controle, ndo
resfriado. O tratamento que envolveu todas as etapas do procedimento de criopreservacao
foi o que apresentou espacamentos maiores e mais frequentes. Apesar dos danos
acentuados nos embribes resfriados, variacdo ao longo dos segmentos estudados foi
observado. Os resultados deste trabalho permitiram uma melhor compreensdo dos
diferentes aspectos fisioldgicos, bioquimicos e biofisicos durante a criopreservacdo, em
espécies recalcitrantes, auxiliardo o estabelecimento de bancos de germoplasma ex situ
para A. angustifolia.

Palavras-chave: Araucaria angustifolia. Criopreservacdo. Semente recalcitrante. Cultura
celular. Poliaminas. Acido abscisico. Espécies reativas de oxigénio. Proteinas.



ABSTRACT

PIERUZZI, F. P. Cryopreservation of Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze:
physiological and biochemical aspects. 2013. 140 p. Ph. D. thesis (Doctor in Biotechnology)
— Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2013.

The ex situ conservation of Araucaria angustifolia, Brazilian endangered pine, is limited
mainly because the recalcitrance of the seed. In vitro techniques associated with
cryopreservation are important tools for the conservation of species with recalcitrant seeds.
The aim of this work was the study of cryopreservation A. angustifolia plant systems. A
protocol for cryopreservation of A. angustifolia cell cultures was developed based on
optimum DMSO concentration. Only the treatment with 20% of DMSO could be recovered
with significant amount of cells after five weeks of thawing. Then that was the more
promising treatment for cryopreservation of cell cultures of A. angustifolia used. It was
observed that cells exposed to cryoprotectants showed lower levels of PAs, ABA and ROS
compared to cells that were not exposed to them. Two low molecular weight bands could be
observed more intensely stained only in the cells that were exposed to the cryoprotectant.
The zygotic embryos were used as a model to study different aspects of the biophysical
process of cryopreservation such as the permeability of cryoprotectants, osmotic and
response characteristics of water freezing in tissue. Embryos were dehydrated flash-drying,
WPM media containing 2M sucrose or PVS2. Dehydration rates were evaluated in five
segments of the embryo, and a higher resistance to water loss occurred in the intermediate
segments: 2 and 3. Embryos desiccated below 0.5 g H20.g * MS (12 h), by flash-drying
showed darkening and fail to rehydrate. Embryos desiccated to about 0.45 g H20.g MS- 1
using 2 M sucrose (8 h) were recovered by rehydration. The water content of the embryos
embedded in PVS2 (2 hours) after pretreatment with 2M sucrose showed reduction to 0.35 g
H,0.9 MS ', and also could be recovered after rehydration. However, a higher penetration
PVS2 the radicle end region (part 1) can be observed. Analysis of the organization and
aspects of cellular structures by optical microscopy was performed. Embryos directly
exposed to liquid nitrogen or submitted to the treatment of 2M sucrose (8 h), followed PVS2
(2 h) (or not followed by cooling) and recovery in media containing 1.2 M sucrose. We
observed a marked presence of starch grains in all tissues of the embryo. The embryos
exposed to different treatments showed an increased in number of dead cells,
heterochromatic regions in the nucleus and showing greatest intercellular spacing when
compared to control not cooled. Among the treatments, the one involving all stages of the
cryopreservation showed the intercellular spacings more frequently and visibly. It seems that
damages vary along the segments studied. The results of this work led to a better
understanding of different physiological, biochemical and biophysical factors during
cryopreservation in recalcitrant species and open perspective to the establishment of the ex
situ conservation of A. angustifolia.

Keywords: Araucaria angustifolia. Cryopreservation. Recalcitrant seed. Cell culture.
Polyamines. Abscisic acid. Reactive oxygen species. Protein.
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1.1 Introducéao

1.1.1 Conservacao ex situ de germoplasma

Desde a sua descoberta, os recursos florestais envolvendo espécies nativas
tém sido amplamente explorados no Brasil de forma indiscriminada, levando a
inclusdo de varias arbdreas nativas na lista de espécies ameacadas de extingao
(CARVALHO, 1994). A restauracdo dos ambientes degradados a curto e médio
prazo é necessdria, ndo apenas para a recuperacdo dessas espécies na natureza,
mas também para a conservacdo dos recursos naturais, possibilitando uma
explorac@o sustentavel dos mesmos. Nesse sentido, o desenvolvimento de bancos
in situ e ex situ de germoplasma é um pré-requisito para a viabilizacdo dos
programas de conservacao (FAO, 2009; GROSSNICKLE; SUTTON, 1999).

A formacao e manutencéo de bancos de germoplasma de variedades locais e
parentes silvestres de espécies agricolas e florestais tem sido uma das teméaticas
mais relevantes da pesquisa em botanica. Desde o inicio, diversos programas
destinam-se a prevenir a erosdo genética e a promover uma melhoria da
produtividade agricola e florestal (IBPGR, 1993). Os estudos nesta area tem foco no
desenvolvimento de técnicas para a conservagdo ao longo prazo da variabilidade
genética de espécies vegetais, com a maxima integridade biolégica e genética
possiveis (BAJAJ, 1995; HAGGMAN; RUSANEN; JOKIPIl, 2008; PANIS;
LAMBARDI, 2005; STUSHNOFF; SEUFFERHELD, 1995). A maioria das espécies
cultivadas na agricultura é conservada de forma ex situ, utilizando estratégias como
bancos de sementes, plantio em campo e cultura de tecidos. Na area florestal, a
conservacgao in situ das espécies é geralmente integrada a programas de manejo
(YEATMAN, 1987), aumentando-se as areas de reservas florestais gerenciadas,
além de areas de protecao integral (WANG; CHAREST, DOWNIE, 1993).

As sementes s&o a principal unidade de propagacéo natural em plantas e, por
essa razao, seu armazenamento € a forma mais comum de conservagao vegetal ex
situ (SANTOS, 2001). Dentre os métodos utilizados, a criopreservacao é atualmente
a unica técnica disponivel para a manutencdo em longo prazo de germoplasma de
espécies vegetais que sdo propagadas vegetativamente ou que apresentam
sementes recalcitrantes ou intermediarias (SANTOS, 2000). Entretanto, a



15

capacidade da planta em ser criopreservada depende da sua tolerancia a
desidratacdo e a reducdo da temperatura (STUSHNOFF; SEUFFERHELD, 1995).
Durante os procedimentos de criopresevacgdo, as estruturas bioldgicas sdo expostas
a condigcbes muito diferentes daquelas encontradas em condi¢des fisiologicas
normais. Dessa forma, podem sofrer danos devido a reducédo da temperatura e/ou
congelamento como injurias nos sistemas lipossomais estruturais acidos nucleicos
(WALTERS et al., 2008). Sob tais condicbes, diferentes compostos podem ser
produzidos pelas células vegetais, sinalizando uma situagdo de estresse. Dentre
estas substancias, podem-se destacar as poliaminas (PAs), o horménio acido
abscisico (ABA), espécies reativas de oxigénio (ROS) e proteinas (JARZABEK;
PUKACKI; NUC, 2009; RAMON et al., 2002; UCHENDU et al., 2010).

O desenvolvimento de um protocolo de criopreservacdo requer o
conhecimento dos mecanismos de respostas das células quando submetidas as
condicbes de desidratacdo e resfriamento (JARZABEK; PUKACKI; NUC, 2009;
STUSHNOFF; SEUFFERHELD, 1995). Nesse sentido, o entendimento dos eventos
bioguimicos e fisiol6gicos, ao longo do processo de criopreservacao permite a
identificacdo de padrdes e assim, o desenvolvimento de protocolos menos empircos

e mais eficientes.

1.1.1.1 Conservacdo de espécies com sementes recalcitrantes

A manutencdo de um estogue de sementes € imprescindivel para a
perpetuacdo das espécies, sendo fonte de recursos genéticos e estoque de
alimentos para seres humanos e animais. O sucesso no armazenamento das
sementes depende da capacidade das mesmas em resistirem a reducdo de
temperatura e dessecacdo que, por sua vez, esta relacionada a fisiologia do
desenvolvimento de cada espécie (BERJAK; PAMMENTER, 2008). Em relacdo a
resisténcia ao armazenamento, podemos classificar as sementes em ortodoxas ou
recalcitrantes.

As sementes ortodoxas sao aquelas que podem ser dessecadas a
aproximadamente 5% do teor de umidade inicial, e armazenadas a temperaturas de
aproximadamente -18 °C, sem que ocorra a perda de sua viabilidade (ROBERTS,

1973). Nestas condi¢des, podem ser mantidas viaveis por muitas décadas, sendo,
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portanto, a estratégia adotada na maioria dos bancos de sementes (SANTOS, 2000).
Em contraste, as sementes recalcitrantes caracterizam-se por nao resisitirem niveis
de umidade abaixo de 15%. Frequentemente, perdem a sua viabilidade em poucos
dias ou meses, apos serem armazenadas, ou para as espécies de clima temperado,
um ano ou dois, e ndo toleram temperaturas abaixo de zero (CHIN; ROBERTS,
1980).

Diferentemente das sementes ortodoxas, que se apresentam em estado
quiescente ap06s a maturacdo, as sementes recalcitrantes permanecem com
metabolismo ativo e alto conteldo de agua, mesmo apos a maturacdo (BERJAK;
MYCOCK, 2004; FINCH-SAVAGE, 1996). Assim, sdo capazes de germinar logo
apos a sua dispersao utilizando a &gua presente na prépria semente. Nestas
condicdes, a criopreservacao seria uma das Unicas opc¢bes para a manutencdo de
sementes recalcitrantes, por longos periodos de tempo (BERJAK; PAMMENTER,
2008).

Alternativamente a conservacdo de sementes, € possivel criopreservar
tecidos e células utilizando técnicas in vitro. A possibilidade de criopreservacéo
destes materiais permite que algumas barreiras da manutencdo in vitro como a
necessidade de frequentes subculturas, o risco de variacdo somaclonal em tecidos
cultivados e envelhecimento das culturas, sejam eliminadas (ARNOLD et al., 2002;
SANTOS, 2001; STASOLLA; YEUNG, 2003). Esta estratégia ja € utilizada para as
espécies vegetais que sdo propagadas mais comumente de forma vegetativa (EX:
mandioca, banana, batata), para a propagacao de clones de interesse, ou espécies
cujo estadio reprodutivo demora para ser atingido (DUMET, BENSON, 2000;
GUERRA et al., 2000; KARTHA, 1985; LIU; WANG; LIU, 2004; STEFENON et al.,
2008; WANG; CHAREST, DOWNIE, 1993). Recentemente, técnicas in vitro
permitiram a recuperacdo de sementes de Silene stenophylla a partir de frutos
enterrados por trinta e dois mil anos em camada de gelo siberiano (YASHINA et al.,
2012).

1.1.2 Atécnicade criopreservacéao

A criopreservacdo pode ser definida como a conservacdao de material

biologico em nitrogénio liquido (-196 °C) ou em fase de vapor (-150 °C)
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(ENGELMANN, 2004; PANIS; LAMBARDI, 2005). A reducdo metabdlica que ocorre
nas células, quando submetidas as temperaturas criogénicas, permite com que o
material vegetal possa ser armazenado por um periodo teoricamente ilimitado de
tempo (ENGELMANN, 2004). O sucesso desta técnica, no entanto, depende da
combinacdo e eficiéncia de suas etapas: pré-resfriamento, resfriamento e
reaquecimento (BENSON et al., 2006).

O primeiro registro de criopreservacao foi realizado no final dos anos 40
(POLGE; SMITH; PARKES, 1949) apud Allen (1956). Estes autores registraram pela
primeira vez a capacidade crioprotetora do glicerol que, quando adicionado ao
diluente, permitiu com que o sémen de galo pudesse ser criopreservado. Entretanto,
a observacdo de uma reducao na fertilidade dos espermatozdides, observada no
material controle, tratado com glicerol ndo foi congelado, também evidenciou a
toxicidade dos crioprotetores (ALLEN, 1956).

Em plantas, o material a ser criopreservado deve ser coletado a partir de
matrizes saudaveis. Em caso de se utilizar material in vitro, os parametros de cultura
devem ser otimizados antes do procedimento de criopreservacdo (BENSON;
LYNCH; JONES, 1992). Sementes ortodoxas, ou meristemas, sao normalmente
desidratados, sem pré-tratamento. Entretanto, a maioria dos materiais empregadas
na criopreservacdo, como suspensdes de células, calos, brotos e embribes, contém
grandes quantidades de agua livre dentro das células (ENGELMANN, 2004) e
devem ser desidratados, evitando a cristalizacdo da agua intracelular em gelo
(MAZUR, 1984). Para tanto, podem ser utilizadas técnicas classicas envolvendo
desidratacéo por resfriamento em duas etapas, de vitrificacdo ou dessecacéo ultra-
rapida (flash-drying) (ENGELMANN, 2004).

A sobrevivéncia as temperaturas criogénicas requer a reducdo do conteudo
de agua para evitar a formacédo de gelo durante o congelamento. Essa reducao
deve ocorrer de forma rapida, a fim de se reduzir o estresse causado durante o
processo, evitando danos, normalmente fatais as sementes recalcitrantes (BERJAK;
PAMMENTER, 2008). Frequentemente o tamanho de tais sementes é grande, e
portanto, o seu resfriamento pode demorar a se completar. Nesta situagcéo pode-se
optar pela utilizacdo apenas dos eixos embrionarios, ou parte deles, durante os
protocolos de criopreservacao (BERJAK; PAMMENTER, 2004).
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1.1.1.2 Técnica classica de criopreservacao ou resfriamento em duas etapas

As técnicas classicas de criopreservacao ou resfriamento em duas etapas
(two step-cooling) tém sido aplicadas com sucesso em sistemas de culturas
celulares como calos e suspensdes. Nesta técnica, a desidratagdo do material
ocorre de forma lenta, resultante do processo de um processo fisico causado pelo
resfriamento. A taxa de resfriamento ocorre de forma controlada até uma
temperatura minima pré-definida (em torno de -40 °C), durante a primeira etapa,
seguida por uma rapida imersdo em nitrogénio liquido, absegunda etapa (PANIS;
LAMBARDI, 2005).

Na primeira etapa do procedimento, a reducdo da temperatura provoca o
congelamento do meio externo, mas ndo das células, tornando-as super resfriadas.
A membrana plasmética impede o congelamento intracelular, formando uma barreria
fisica entre o gelo externo e o interior da mesma. Embora o ponto de congelamento
do citoplasma ocorra geralmente em temperaturas abaixo de -1 °C, o que
corresponde a concentracbes menores que 0,5 M, neste sistema, as células
permanecem geralmente em estado liquido entre - 10 ° ou -15 ° C, mesmo
ocorrendo a formacédo do gelo no meio externo. Com o continuo decrescimo da
temperatura ocorre um aumento do gelo extracelular, e como consequéncia, um
aumento na concentracdo dos solutos da porcédo ndo congelada. A 4gua presente no
interior das células é submetida a um aumento na pressao de vapor, escapando para
0 compartimento externo, o qual esta congelado. A intensidade de desidratacdo da
célula, e a quantidade de gelo formado, dependem da velocidade do resfriamento.
Apos o total congelamento do meio extracelular, o material € entdo imerso em
nitrogénio liquido, caracterizando a segunda etapa do procedimento de
criopreservacdo (ENGELMANN, 2004; MAZUR, 1984).

A velocidade do resfriamento é fator fundamental no processo e pode afetar
diretamente os resultados da criopreservacdao. Como ilustrado na Fig. 1.1., um
congelamento muito lento pode desidratar as células de forma excessiva e promover
uma elevacdo na concentracdo de sais intracelulares. Ao mesmo tempo, o
enrugamento causado pela desidratacdo pode ocasionar danos irreversiveis as
membranas (MERYMAN; WILLIAMS; DOUGLAS, 1977). Por outro lado, no caso de

um resfriamento ocorrer muito rapidamente, pode ndo haver tempo suficiente para
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gue ocorra a desidratacdo, e cristais de gelo intracelulares podem se formar no
interior da célula, causando danos a estrutura fisica das mesmas (STEPONKUS;
WEBB, 1992).
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Figura 1.1. Efeito da velocidade do resfriamento na desidratacdo e formacdo de
cristais de gelo intracelular (MAZUR, 1984). Slow Cool: resfriamento lento, Rapid
Cool: refriamento rapido, Very Rapid Cool: resfriamento muito rapido.

Frequentemente, a primeira etapa do resfriamento envolve também o pré-
tratamento com crioprotetores, a qual é seguida pelo resfriamento lento, com taxa de
decaimento de temperatura determinada (geralmente entre 0,5-2,0 °C/min), seguida
pela rapida imersdo das amostras em nitrogénio liquido e armazenamento. O
procedimento requer, portanto, um sistema que permita o resfriamento de forma
controlada, com a utilizacdo de freezers programaveis. Uma alternativa menos
custosa a utilizacdo desses equipamentos é o resfriamenteo das amostras em
recipiente contendo alcool isopropilico, pré-resfriado em freezers -60 ou -80 °C,

capazes de reduzir a temperatura do material a ser criopreservado em
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aproximadamente 1 °C/min (ENGELMANN, 2004; PANIS; LAMBARDI, 2005).

1.1.1.3 Vitrificacdo

Novas técnicas de criopreservacao foram baseadas em procedimentos de
vitrificacdo (SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA, 1990), utlizando calos de Citrus
sinensis. As técnicas de vitrificacdo sado operacionalmente menos complexas em
relacdo as classicas, por ndo exigir a utilizacdo de freezers programaveis, e por
apresentarem potencial de aplicabilidade ampla dentre as espécies vegetais, e
assim serem adaptadas para os diferentes tipos de materiais (ENGELMANN, 1997).

Esta metodologia esta baseada no tratamento das amostras em meio
concentrado de crioprotetores, e/ou da dessecacéo com ar (ventilagdo forcada ou ar
comprimido), seguido pela imerséo direta em nitrogénio liquido. ApGs a desidratacao
com os crioprotetores, o material, ao ser mergulhado em nitrogénio liquido, durante
a passagem do estado liquido para solido, atinge o estado vitreo, em temperatura
especifica (Tg) para cada tipo de material. O estado vitreo € um estado amorfo com
mobilidade bastante reduzida, mas como ndo apresenta a formagdo da malha
cistalina, ndo € considerado soélido. Por ndo formar estrutura soélida, o gelo ndo é
formado dentro das células e assim, o material pode ser satisfatoriamente
criopreservado (revisto em SAKAI, 2000). O contetdo em estado vitreo preenche os
espacos na célula, contribuindo na prevencao do colapso dos tecidos, e alteracfes
na concentracdo de solutos e no pH. Além disso, nesta condi¢cdo ocorre uma
pressdo de vapor menor, quando comparado com a agua em estado cristalino,
prevenindo a desidratacdo das células resfriadas. Em decorréncia da altissima
viscosidade, todas as reag¢des quimicas que requerem a difusdo molecular deixam
de ocorrer, permitindo que as células adquiram um estado de dorméncia e
estabilidade ao longo do tempo (BURKE, 1986). Dessa forma, a vitrificacdo € o unico
procedimento que evita 0 congelamento, e permite com que células hidratadas,
tecidos e orgaos sobrevivam a temperatura do nitrogénio liquido (revisto em SAKAI,
2000). A transicdo para o estado vitreo, durante resfriamento e reaguecimento
durante a recuperacdo pode ser registrado usando andlise térmica em DSC
(Differential Scanning Calorimetry) (NADARAJAN et al., 2008; SAKAI; KOBAYASHI,
OIYAMA, 1990; VOLK; WALTERS, 2006).
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A forma de atuacdo dos crioprotetores durante os procedimentos de
criopreservacdo € assunto ainda controverso, sendo os procedimentos adaptados,
para os diferentes materiais, de maneira empirica. De acordo com a penetragdo na
membrana plasmaética, os crioprotetores podem ser classificados como penetrantes
€ Nao penetrantes.

Crioprotetores penetrantes sdo moléculas de baixo peso molecular como
glicerol, etileno glicol e dimetilsulféxido (DMSQO), capazes de atravessar a membrana
plasmatica (DAVIS et al., 2007). Durante a desidratacdo por congelamento podem
ajustar o balanco osmoético, no interior da célula, penetrando pela membrana ao
mesmo tempo em que ocorre a saida da agua (BENSON et al., 2012). Esta condicdo
permite a desidratacdo das células de tal maneira que, ao serem resfriadas, atinjam
o estado vitreo (BENSON et al., 2012). Estas substancias sdo capazes de reduzir a
temperatura de congelamento, prevenindo a formacédo de cristais de gelo dentro da
célula, e evitando danos celulares durante o reaquecimento (GONZALEZ-ARNAO et
al., 2008; NASH, 1962). Estudos de criobiologia classica sugerem que o uso do
glicerol, ou outro aditivo crioprotetor, que permeie as membranas substituindo a
agua perdida é capaz de evitar injurias causadas pelos efeitos coligativos ou “efeitos
de solugao” ou, em outras palavras, protege as células dos efeitos nocivos causados
pelo contato prolongado das mesmas a altas concentracdes de sais (CHEN et al.,
1984).

Os crioprotetores ndo penetrantes sdo, geralmente, monossacarideos ou
dissacarideos, como sorbitol, trealose e sacarose. Atuam pela inducdo da
desidratacéo celular causada pelo aumento da concentracdo do meio extracelular,
em relagdo as células. Assim, auxiliam na conformacdo das membranas durante a
reducdo do volume celular, durante a desidratagao no resfriamento e na reidratagao,
durante a recuperacdo. Nestes casos, a adicdo desses acgucares tem como objetivo
mimetizar o que ocorre naturalmente, nos sistemas vegetais tolerantes a
dessecacao (revisado por DAVIS et al., 2007).

Na tentativa de obter uma solucédo de vitrificagdo cuja proporgao entre 0s
crioprotetores utilizados pudessem ser utilizados em diferentes sistemas, a solugao
de vitrificagdo PVS2 (Plant Vitrification Solution 2) foi formulada (SAKAI
KOBAYASHI; OIYAMA, 1990). Esta solugdo permite que o conteudo celular ndo

congele, mesmo em temperaturas inferiores a -100°C, apresenta baixa toxicidade, e
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nao permeia o citossol, durante o processo de desidratacdo (ENGELMANN, 2004).
Para a grande maioria dos protocolos objetivando a inducdo a tolerancia para a
desidratagdo antes do tratamento com PVS2, o material deve ser pré-cultivado, em
meio com altas concentracdes de sacarose, seguido da utilizacdo de uma mistura de
glicerol com sacarose (solucdo de carga). Altos teores de acucar ou sorbitol,
acumulados durante o pré-cultivo aumentam a sobrevivéncia em diferentes sistemas
vegetais, como células e meristemas, além de promover uma maior estabilidade de
membranas. Sugere-se que a protecdo seria resultado da deposi¢cao do acgulcar no
espaco periprotoplasmatico, evitando danos nas membranas contra o estresse
mecanico causado pela severa desidratacdo (SAKAI, 2004).

Para a criopreservacdo de sistemas vegetais, procedimentos como a
desidratacdo por aeracdo ou por encapsulamento também sdo mencionados como
vitrificagdo (ENGELMANN, 1997). O encapsulamento foi desenvolvido e baseado na
tecnologia de producdo de sementes sintéticas, no qual os materiais vegetais sao
envolvidos em alginato, apos desidratacdo prévia em meio liquido enriquecido com
crioprotetores, ou concomitantemente ao encapsulamento (DEREUDDRE et al.,
1991). Estas metodologias tém sido preferencialmente empregadas, para embrides
e meristemas.

A dessecacédo por ar comprimido ou nitrogénio gasoso (flash drying) foi uma
alternativa desenvolvida para retirar umidade do material de forma mais rapida que a
dessecacdo quimica, diminuindo a exposi¢cdo do material a condi¢cdes estressantes
(BERJAK et al., 1990). Em um estudo com eixos embrionarios de Landoiphia kirkii
objetivando-se avaliar a relacdo entre a taxa de secagem e a resisténcia a
dessecacdo em DSC (Differential Scanning calorimetry), foi verificado que o alcance
de uma taxa de desidratacdo mais rapida era a unica estratégia encontrada para a
recuperaracdo os embribes, até entdo intolerantes a dessecacdo (PAMMENTER,;
VERTUCCI; BERJAK, 1991). Atualmente, este procedimento tem sido aplicado a
um grande numero de embrides e eixos extraidos de sementes recalcitrantes, sendo
a sobrevivéncia obtida para amostras dessecadas em torno de 10 a 20%,com base
na massa fresca.

Apoés o resfriamento e armazenamento, em nitrogénio liquido, o sucesso na
recuperacdo depende da metodologia utilizada para o descongelamento, que deve

ser 0 mais rapido possivel, para evitar o fendbmeno de recristalizacdo. Caso o
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congelamento seja lento, o0 gelo presente permanecera em estado
termodinamicamente favoravel a formacdo de cristais maiores e, portanto, com
maiores possibilidades de danos para as células (MAZUR, 1984). O sucesso da
criopreservacdo somente pode ser avaliado apds a recuperacao final do material,
considerando-se diferentes caracteristicas como: alteracées morfolégicas (expansao
foliar, formacao de calo, desenvolvimento embrionario), regeneracdo de meristemas

e plantas, e o reestabelecimento da producéo de metabdlitos (BENSON, 1995).

1.1.3 Aspectos fisiolégicos e bioguimicos da criopreservacgao

Ao longo do processo de criopreservacdo, os materiais sdo submetidos a
diferentes condi¢des de estresse, como osmoético e de desidratacdo, cuja tolerancia
depende do sistema vegetal utilizado e das condi¢@es fisioldgicas e bioquimicas das
células que o constituem (HUGHES; DUNN, 1996; WELLING; PALVA, 2006).

O envolvimento das poliaminas (PAs) e do acido abcisico (ABA), espécies
reativas de oxigénio (ROS) e proteinas na resposta das plantas ao estresse abibtico,
como o resfriamento, tem sido sugerido em diferentes estudos (BOUCHEREAU et
al., 1999; FORNI et al., 2010; KIM et al., 2002; RAMON et al., 2002; SHEN; NADA;
TACHIBANA, 2000; SILVEIRA et al., 2006; TUN et al., 2008).

As principais PAs encontradas nas células vegetais séo: a diamina putrescina
(Put), a triamina espermidina (Spd) e a tetramina espermina (Spm). Este grupo de
substancias inclui compostos nitrogenados alifaticos, positivamente carregados, em
pH fisiolégico, ocorrendo na forma livre ou conjugada com &cidos fendlicos e
moléculas de baixo peso molecular (BOUCHEREAU et al., 1999). Estas
caracteristicas permitem a interacdo com macromoléculas carregadas
negativamente como DNA, RNA, proteinas e fosfolipideos, participando da
regulacdo das propriedades fisicas e quimicas das membranas e modulacdo das
atividades enziméaticas (GALSTON; SAWHNEY, 1990). Assim, as PAs participam da
regulacdo de diversos processos biolégicos como crescimento (divisdo celular),
replicacdo do DNA e diferenciacdo celular (BARON; STASOLLA, 2008; EVANS;
MALMBERG, 1989). A concentracao total de PAs e a relagcdo entre as mesmas

variam de acordo com a espécie, 6rgao ou tecido, e estadio de desenvolvimento do
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vegetal (ASTARITA; HANDRO; FLOH, 2003; BOUCHEREAU et al., 1999; DIAS et
al., 2009; SANTA-CATARINA et al., 2006; SILVEIRA et al., 2006).

O ABA, pertencente a classe de metabolitos dos isoprendides, tem seus
niveis endégenos modulados por um preciso balango entre sua biossintese e o seu
catabolismo (NAMBARA; MARION-POLL, 2005). E um dos horménios vegetais mais
pesquisados na sinalizacdo de fatores bidticos e abdticos, regulando tanto o
desenvolvimento quanto os processos adaptativos em plantas (CUTLER et al., 2010;
SANTNER; CALDERON-VILLALOBOS; ESTELLE, 2009). Diversos estudos
demonstram o envolvimento do ABA na sintese de proteinas de reservas e lipideos
para a promocao da tolerancia a dessecacdo e dorméncia, inibicdo da transicéao
entre as etapas de maturacdo da semente e germinacgdo, e entre o crescimento
vegetativo e reprodutivo (LEUNG; GIRAUDAT, 1998; NAMBARA; MARION-POLL,
2005; ROCK; SAKATA; QUATRANO, 2010). O ABA apresenta funcédo central na
tolerdncia ao estresse abiodtico em plantas, de forma que os genes induzidos por ele
codificam proteinas relacionadas com a tolerdncia ao estresse, enquanto que 0s
genes reprimidos pelo fitormdnio codificam proteinas associadas ao crescimento
(CUTLER et al., 2010). Diferentes estudos apontam importancia do ABA na
aclimatacdo e tolerancia ao congelamento e sua inducdo pela desidratacdo em
plantas (ALCAZAR et al., 2006; BRAVO et al., 1998; CATALA; MEDINA; SALINAS,
2011; CHENG et al., 2009; CUEVAS et al., 2008; GRIFFITH; HUNER; HAYDEN,
1986; GRIFFITH; YAISH, 2004; GUSTA; TRISCHUK; WEISER, 2005; HON et al.,
1995; KUMAR; KAUR; NAYYAR, 2008; LAAMANEN; UOSUKAINEN; HAEGGMAN,
2008; MANTYLA; LANG; PALVA, 1995; NAKAMURA et al., 2008; RAGHAVENDRA
et al., 2010; ROWNTREE et al., 2007).

As ROS sdo moléculas altamente reativas, que atuam na regulacdo da
expressdo de genes sensiveis aos sinais redox e na alteracdo da homeostase
celular, pela sintese de moléculas fisiologicamente ativas (RIBEIRO et al., 2005).
Estas substancias sao capazes de atuar diretamente nas atividades das enzimas e
nas propriedades de membrana e estrutura do DNA (CASSELLS; CURRY, 2001;
INZE; VAN MONTAGU, 1995; KONIECZNY et al., 2008). Em plantas, participam das
respostas de estresses ambientais como: temperatura, ultra-violeta, 0z6nio
(DELLEDONNE, 2005; MITTLER et al.,, 2004; ZAGO et al., 2006) hidrico, salino
(BAEK, 2012; VERSLUES et al., 2006) e estresses bidticos como observado durante
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a interacdo planta-patégeno (DELLEDONNE et al., 2001), além de morte celular
programada (VAN BREUSEGEM; DAT, 2006). Tais moléculas estdo envolvidas em
processos de desenvolvimento como a germinacdo de sementes, gravitropismo,
lignificacdo da parede celular, crescimento e diferenciacdo das raizes e na
embriogénese. Sua atuacdo nas respostas das plantas aos sinais e estimulos
enddégenos, como auxinas, ABA e PAs ja foi reportada (DESIKAN; HANCOCK;
NEILL, 2004; FILIPPOU; ANTONIOU; FOTOPOULOQOS, 2013; SILVEIRA et al., 2006;
STEINER et al.,, 2007; YAN et al.,, 2007). Como ressaltado acima, materiais
criopreservados estéo sujeitos a ao estresse oxidativo, que promovam a oxidacéo de
lipidios, e consequente, dano as membranas celulares (DUMET; BENSON, 2000).
Dessa forma, ajustes no sistema antioxidante das células, como o sequestro das
moléculas em excesso, sdo condi¢do importante para evitar os danos ao sistema de
membranas destas células (GADEA et al., 2004).

Dentre as proteinas envolvidas no processo de resfriamento, destacam-se as
proteinas anti-congelamento (anti-freezing proteins) (AFPs) (JARZABEK; PUKACKI;
NUC, 2009). Esta classe de proteinas foi descrita primeiramente em peixes
marinhos polares (DEVRIES; KOMATSU; FEENEY, 1970), e posteriromente em
outros organismos, como insetos, bactérias, fungos e plantas (YUAN-ZHEN et al.,
2005). Em coniferas (Picea spp), foram capazes de proteger enzima sensivel ao
congelamento (lactato desidrogenase), reduzir a temperatura de congelamento e a
propagacédo dos cristais de gelo no apoplasto das céulas em aciculas de coniferas
gue foram aclimatadas ao frio (JARZABEK; PUKACKI; NUC, 2009). Estas proteinas
atuariam diretamente nos efeitos do congelamento e descongelamento, por
apresentarem multiplos dominios hidrofébicos de ligagdo ao gelo, interagindo
diretamente com os cristais, impedindo o seu crescimento na cristalizacdo e
recristalizacdo (PIHAKASKI-MAUNSBACH et al., 2003) a partir da formagao de uma
barreira entre o cristal em crescimento e a superficie de dgua ainda liquida (JOROV;
ZHOROV; YANG, 2004).

As PAs, ABA, ROS e proteinas sdo reconhecidamente importantes na
tolerancia ao estresse, pelo resfriamento e desidratagdo. Entretanto, os estudos que
relacionem tais compostos a durante a criopreservacao de sistemas com sementes

recalcitrantes ainda sdo muito escassos.
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1.1.4 O sistema Araucaria angustifolia

A. angustifolia € uma espécie arborea da familia Araucariaceae, com
ocorréncia natural nos Estados do Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul,
Minas Gerais e Sao Paulo (CARVALHO, 1994), sendo a unica conifera nativa com
importancia econdmica no Brasil. A qualidade da madeira, leve e sem falhas, fez
com que a araucaria fosse intensamente explorada, principalmente a partir do inicio
do século XX. Calcula-se que entre 1930 e 1990, cerca de 100 milhdes de pinheiros
tenham sido derrubados. Como decorréncia da exploragéo indiscriminada e sem o
reflorestamento das areas exploradas, ocorreu um esgotamento das reservas
naturais, limitando sua utilizacdo comercial (PROCHNOW, 2009).

Atualmente, as reservas com A. angustifolia estdo limitadas a
aproximadamente 1-2% da sua area original (GUERRA et al., 2002). Esta situacdo
vem sendo agravada pela exploracéo ilegal da madeira e pela conversédo da floresta
em areas agricolas e reflorestamentos de espécies exodticas como o Pinus,
aumentando ainda mais o isolamento dos remanescentes (PROCHNOW, 2009). No
estado de Sao Paulo, estd ameagada de extingdo, na categoria “criticamente em
perigo” (SEMA-SP, 1998), é considerada pela EMBRAPA para a conservacao ex situ
(MEDEIROS et al., 1998) e pelo Ministério do Meio Ambiente como prioritaria para
conservacgao in situ em Unidades de Conservacao (Decreto-Lei n° 4.340, de 22 de
agosto de 2002).

O ciclo de vida da A. angustifolia é longo, demorando cerca de 15 anos para
atingir a maturidade reprodutiva (GARCIA, 2002). A polinizacdo inicia em setembro,
e extende-se até dezembro, com o amadurecimento das sementes no periodo de
marco a julho. Sua fenologia € irregular, e seu ciclo reprodutivo leva, em geral, em
torno de dois a quatro anos, considerando-se o inicio do desenvolvimento do cone
feminino até a dispersdo das sementes (MANTOVANI; MORELLATO; DOS REIS,
2006; SHIMOYA, 1962; SOUSA; HATTEMER, 2003). Suas sementes s&ao
recalcitrantes e impossibilitam o armazenamento das mesmas por periodo superior a
dois anos, apresentando perda de viabilidade quando o teor hifrico atinge valores
abaixo de 70% (FARRANT; PAMMENTER; BERJAK, 1989). Nesse sentido, a

conservacao de podlen ou o cultivo in vitro de suas estruturas vegetativas, sao
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alternativas de a conservacao de suas sementes (WANG; TSUCHIYA; WILSON,
1993).

A macropropagacdo, e 0os métodos convencionais de propagacdo dessa
espécie, sdo dificultados pelo estadio de maturacdo dos propagulos, seja via
estaquia ou enxertia, em funcdo do plagiotropismo e crescimento lateral dos
explantes (KAGEYAMA; FERREIRA, 1975; WENDLING, 2011). Assim, outras
estratégias como é o caso das técnicas biotecnoldgicas, devem ser adotadas.
Salienta-se que estas metodologias apresentam um grande potencial de aplicacao
nos programas de melhoramento genético e conservacdo de germoplasma de A.
angustifolia (PIERUZZI et al., 2011; STEINER et al., 2008). Dentre as técnicas
biotecnoldgicas, a micropropagacdo, através da embriogénese somatica, é
considerada como a mais promissora em plantas, para a clonagem massal de
gendtipos selecionados (STEINER et al., 2008) bem como para conservagao ex situ
de germoplasma de espécies em risco de extincdo (JARDA et al., 2013; JOHNSON;
CRUSE-SANDERS; PULLMAN, 2012).

Estudos nesta linha de pesquisa tém sido conduzidos em diferentes grupos
de pesquisa no Brasil. O Laboratério de Biologia Celular de Plantas (BIOCEL) do
IBUSP, e os grupos associados, vém utilizando a A. angustifolia como modelo para
estudos de embriogénese somatica e zigdtica, sob o ponto de vista basico e
aplicado. Neste contexto, experimentos de inducdo e maturacdo de células
embriogénicas, tém sido realizados objetivando o estabelecimento de um protocolo
de propagacéao eficiente e que permita a producdo em larga escala, de embrides e
plantulas.

Estudos da conservacdo de germoplasma ex situ,a longo prazo, no sistema
A. angustifolia sdo necessarios para 0 desenvolvimento dos programas de
conservacdo (bancos de germoplasma) e recuperacdo de areas degradadas da
espécie. Até o momento, existe apenas um relato de criopreservacao de material
vegetal (linhagens celulares embriogénicas) em A. angustifolia (Demarchi, 2003).
Contudo, ainda ndo haviam sido feitas observacdes das alteracdes fisiologicas,

bioquimicas e histolégicas, em materiais criopreservados.

1.2 Objetivos
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1.2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi o estudo da criopreservacdo de A.

angustifolia nos seus aspectos fisioldgicos e bioquimicos.

1.2.2 Objetivos especificos

a) Estabelecimento de protocolos de criopreservacdo para o0 sistema A.
angustifolia;

b) Avaliacdo das alteracdes nos conteldos enddgenos de poliaminas, acido
abscisico, e peroxido de hidrogénio e do perfil protéico ao longo do processo de
criopreservacao das células embriogénicas de A. angustifolia;

c) Avaliagcdo da tolerancia a dessecacéo dos eixos embriondrios de A. angustifolia;

d) Estudos dos aspectos morfo-histologicos nas diferentes etapas do procedimento

de criopreservacao de embrides zigoéticos de A. angustifolia.



CAPITULO 2 - ASPECTOS BIOQUIMICOS DO PROCESSO DA
CRIOPRESERVACAO EM CELULAS EMBRIOGENICAS DE A. angustifolia:
POLIAMINAS, ACIDO ABCISICO E PERFIS PROTEICO
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Resumo: Apesar da reconhecida importancia dos crioprotetores nos pré-
tratamentos e tratamentos durante nos protocolos de criopreservacao, estudos dos
efeitos fisiologicos e bioquimicos destas substancias nas células vegetais sdo
escassos. O objetivo deste trabalho foi a avaliacdo de diferentes parametros
bioquimicos nas células embriogénicas de A. angustifolia durante o processo de
criopreservacdo. O protocolo utilizado foi baseado naquele desenvolvido por
Hargreaves (1995) com modificacbes. Foram, utilizadas combinacdes dos
crioprotetores, sorbitol e DMSO, associados ao congelamento lento e
descongelamento rapido. Para o estudo, foi avaliado o efeito dos crioprotetores nas
culturas célulares. Em cada etapa do procedimento de criopreservacdo (pré-
tratamento, tratamento e recuperacdo), foram avaliados o conteuddo de &cido
abscisico (ABA) e espécies reativas de oxigénio (ROS), o padrdo de poliaminas
(PAs) e proteinas. Os resultados obtidos demonstram que as células que néo
puderam ser recuperadas (ndo expostas aos crioprotetores) apresentaram niveis
mais altos de PAs, ABA e ROS, em relacdo as células expostas aos crioprotetores e,
portanto, recuperadas com viabilidade, evidenciando uma relacdo entre aumento e 0
estresse pelo resfriamento. Duas bandas que foram coradas com maior intensidade,
correspondentes a proteinas de baixo peso molecular (20 e 25 kDa) foram
identificadas nas células que puderam ser recuperadas (expostas aos
crioprotetores). Estas bandas foram relacionadas com uma possivel protecdo ao

congelamento decorrente da acéo dos crioprotetores.
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2.1 Introducéao

Quando um sistema vegetal € submetido ao processo de criopreservacéo,
aspectos fisiologicos, especialmente aqueles relacionados com estresse, devem ser
considerados. Dentre os compostos enddgenos relacionadas com a resposta ao
resfriamento e a aclimatacdo ao frio, podemos citar as poliaminas (PAs), acido
abscisico (ABA), espécies reativas de oxigénio (ROS) e proteinas (BAEK, 2012,
BOUCHEREAU et al., 1999; MANTYLA; LANG; PALVA, 1995).

O acumulo de PAs e sua funcgéo protetora em situacdes de estresse tem sido
referenciadas em diversos estudos, propondo que quando em condicbes de
desidratacdo, a sua atuacao seja direta na estabilizacdo das membranas e reducao
na sintese de etileno (BOUCHEREAU et al.,, 1999). Observou-se que algumas
variedades de pepino (Cucumis sativus) apresentavam maior resisténcia a
ocorréncia de injurias do que outras. Estudos revelaram que as variedades, cujo
conteldo de espermidina aumentava ao longo do procedimento de resfriamento,
apresentaram menor injdria, em relacdo as variedades que ndo apresentaram tal
aumento (SHEN; NADA; TACHIBANA, 2000). Em batata (Solanum sp), um aumento
da expressdo dos genes relacionadas ao metabolismo das PAs foi descrito quando
expostas ao frio (OUFIR et al., 2008). Em Arabidopsis, a superexpressédo de genes
relacionados as poliaminas permitiu aumento da resisténcia a salinidade,
desidratacdo e ao frio (ALCAZAR et al., 2006). Em arbéreas, a superexpressdo de
um gene responsavel pela sintese de espermidina foi capaz de aumentar a
tolerancia a salinidade e ao metal pesado (WEN et al., 2007).

Diferentes estudos demonstraram ocorrer uma elevacdo dos conteudos de
ABA quando as plantas sao expostas a condi¢cdes de baixas temperaturas. Esta
situacdo foi observada para diferentes modelos vegetais como tomate
(Lycopersicum sp), trigo (Triticum sp) e Arabidopsis thaliana (CUEVAS et al., 2008;
DAIE; CAMPBELL, 1981; ZELLER et al., 2009). Aplicacbes exdgenas de ABA foram
capazes de induzir tolerdncia ao congelamento em alfafa, (MOHAPTRA; POOLE;
DHINDSA, 1988), Arabidopsis (LANG; HEINO; PALVA, 1989), e em suspensdes
celulares de milho (XIN; LI, 1992). Em Arabidopsis, foi verificado que a exposi¢ao ao
frio ativou a expressdo de genes relacionados a producdo de ABA (Zeller et al.

2009), enquanto gendtipos deficientes para este regulador vegetal apresentaram
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baixa tolerancia ao congelamento (HEINO et al.,, 1990). A influéncia do ABA na
tolerancia ao resfriamento também pode ser observada em milho, pepino e pimenta
(LI; HEW, 1991) e em plantas de arroz capazes de elevar os niveis do hormdnio em
resposta ao resfriamento (LEE; LUR; CHU, 1993). O pré-tratamento com ABA no
processo de aclimatagéo de plantas de grdo-de-bico foi capaz de tornar a membrana
plasmatica mais insaturada, e reduzir a LTsp (temperatura que induz 50% da morte
das células foliares) (BAKHT; BANO; DOMINY, 2006). Estudos sugerem a inducéo
comum de genes e proteinas como resultado do aumento no conteddo de ABA,
reducdo da temperatura e outros tipos de estresse, tato bidticos quanto abibticos
(ALVAREZ; CORTIZO; ORDAS, 2012; CUI et al., 2005, DEGAND et al., 2009;
HASHIMOTO; KOMATSU, 2007; LEE; HENDERSON; ZHU, 2005; LEE; CHEN,
1993; URANO et al., 2009).

Em varias espécies vegetais, a tolerancia ao congelamento varia com o 6rgao
considerado, sendo o0 processo de aclimatacdo é associado as mudancas
bioquimicas e fisiolégicas nos tecidos das plantas (HUGHES; DUNN, 1996;
WELLING; PALVA, 2006) incluindo a sintese de proteinas anti-congelamento (AFPS)
(JARZABEK; PUKACKI; NUC, 2009). Plantas de tabaco transgénicas
superexpressando uma proteina de membrana induzida pelo frio, foi capaz de
aumentar a resisténcia de variedade com baixa tolerancia ao frio (FENG et al.,
2009). Proteinas relacionadas com estabilizacdo de estruturas, além de protedlise e
estresse, puderam ser identificadas em raizes de chicéria (Cichorium intybus)
quando submetidas a periodos de aclimatacdo de temperaturas baixas, mas nao
abaixo de zero (DEGAND et al., 2009). Além das proteinas relacionadas a
estabilizacdo de membranas, lipoproteinas e ERD14 (early response to dehydration
protein 14) foram identificadas em maiores quantidades durante a aclimatacdo ao
frio. Acredita-se que estas Ultimas atuem no sentido de propiciar a extrusdo de agua
substituindo as vesiculas endociticas durante a concentracdo osmética induzida por
congelamento (VOLK, 2010).

Um dos efeitos da criopreservacdo é o estresse oxidativo, que altera o
metabolismo através da producdo de radicais livres, resultando na oxidacdo de
lipidios, e consequente dano as membranas celulares (DUMET; BENSON, 2000).
Durante esse tipo de estresse, espécies reativas de oxigénio (ROS) e de 6xido
nitrico (NO), podem ser destacadas. A adicdo exdgena de espermidina (Spd) e
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espermina (Spm) foi relacionada com a inducéo da biossintese e a rapida liberacao
de NO, crescimento e diferenciacdo, em culturas embriogénicas de A. angustifolia
(SILVEIRA et al., 2006). Diferentes tipos de estresses, bidticos e abidticos, em que
as poliaminas estariam envolvidas, promoveriam a producdo o NO, que por ser
facilmente difusivel, atuaria como mediador nas respostas dos varios sistemas
vegetais (SCHERER, 2007). Estresses bibticos e abidticos frequentemente
requerem a sinalizacdo tanto de ABA como de NO. Entretanto, os seus papéis
precisam ser esclarecidos, e 0s eventos que sdo desencadeados, ap0s sua
sinalizacdo, demonstrados (HANCOCK; NEIL; WILSON, 2010).

Diferentes genes relacionados ao estresse e a biossintese de moléculas
protetoras contra a desidratagdo, como acucares e proteinas LEA (Late
embryogenesis abundant), sdo induzidos por ABA, protegendo a planta contra danos
causado por estresse e promovendo um aumento na sua tolerancia (LEE;
HENDERSON; ZHU, 2005; URANO et al., 2009; YE; JIA; ZHANG, 2012). Diversos
trabalhos sustentam a hipétese de que o ABA esteja envolvido na tolerancia as
baixas temperaturas. Niveis elevados de ABA foram observados em plantas
expostas a baixas temperaturas, as quais ndo causam congelamento (CUEVAS et
al., 2008; DAIE; CAMPBELL, 1981; LALK; DORFFING, 1985). Aplicacdes exdgenas
de ABA induziram tolerdncia ao congelamento em alfafa, (MOHAPTRA; POOLE;
DHINDSA, 1988), Arabidopsis (LANG; HEINO; PALVA, 1989), e em suspensdes
celulares de milho (XIN; LI, 1992). Por outro lado, uma baixa tolerancia ao
congelamento foi registrada em gendtipos de Arabidopsis, deficientes em ABA
(HEINO et al., 1990).

Além das proteinas LEA, podem ser citadas as (AFPs) (anti-freezing proteins)
gque sao mais diretamente relacionadas com a protecdo ao congelamento
(JARZABEK; PUKACKI; NUC, 2009). Esta classe de proteinas foi descrita
primeiramente em peixes marinhos polares (DEVRIES; KOMATSU; FEENEY, 1970),
e posteriromente em outros organismos, como insetos, bactérias, fungos e plantas
(YUAN-ZHEN et al.,, 2005). A estrutura das proteinas AFPs revela estreita
semelhanca com proteinas relacionadas a patogénese. Quitinases, glucanases e
taumatinas sdo produzidas em plantas de centeio adaptadas ao inverno, quando
submetidas a baixas temperaturas ou a seca (HON et al., 1995; YU; GRIFFITH,
2001), ou quando submetidas a ABA, &cido salicilico ou injuria mecéanica
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(HIILOVAARA-TEIJO et al., 1999). Estas proteinas atuariam diretamente nos efeitos
do congelamento e descongelamento, por apresentarem multiplos dominios
hidrofébicos de ligacdo ao gelo, interagindo diretamente com os cristais, impedindo
seu crescimento na cristalizacéo e recristalizacdo (PIHAKASKI-MAUNSBACH et al.,
2003), ndo sendo diretamente relacionada as membranas (GRIFFITH; YAISH,
2004). Além disso, sdo capazes de reduzir a temperatura de congelamento e a
propagacdo dos cristais no apoplasto (JARZABEK; PUKACKI; NUC, 2009).
Entretanto, a forma com que atuam varia, e sua regulacdo sao distintas,
evidenciando que tais proteinas sejam produzidas por diferentes membros de
familias génicas (GRIFFITH; YAISH, 2004).

Relatos do envolvimento de PAs, ROS, ABA e proteinas simultaneamente ao
longo do procedimento de criopreservacdo em plantas sdo escassos. Um protocolo
de criopreservacao de células embriogénicas de A. Angustifolia foi desenvolvido,
baseado naquele desenvolvido para embrides zigéticos de P. radiata
(HARGREAVES et al., 1995) e apresentado no APENDICE. Verificou-se que apenas
as células que receberam criprotetores, durante o pré-tratamento e tratamento,
puderam ser criopreservadas. Dentre os tratamentos, apenas quando utilizado 20%
de DMSO resultou em células vidveis, ou seja, capazes de se multiplicar e de atingir
massa semelhante ao controle, ao final de seis semanas, apds reaquecimento. As
células ndo tratadas com crioprotetores ndo apresentaram aumento de massa apés
0 reaquecimento.

O objetivo do presente capitulo foi estudar o efeito dos crioprotetores em
diferentes parametros bioquimicos como conteudo e perfil de PAs, ROS, ABA e perfil

proteico ao longo do procedimento de criopreservacao.
2.2 Material e métodos
2.2.1 Material vegetal
Embrides zigbticos imaturos e maduros foram isolados de cones provenientes

de populac¢des naturais de A. angustifolia do municipio de Canoinhas, no estado de

Santa Catarina, entre os meses de janeiro e junho de 20009.
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2.2.2 Metodologias

2.2.2.1 Inducao das culturas embriogénicas

Sementes imaturas de A. angustifolia foram imersas por 5 minutos em 70%
(v/v) de alcool etilico e em seguida por 25 min. em soluc¢do 50% (v/v) de hipoclorito
de sodio (2-2,5% (p/v) de cloro ativo). Apés trés lavagens com agua destilada
autoclavada, as sementes foram abertas dentro da camara de fluxo laminar, e os
embrides zigodticos imaturos isolados.

Os embrides zigoéticos imaturos, utilizados como explantes iniciais foram
inoculados em meio de cultura MSG (BECWAR; WANN; JOHNSON, 1987)
previamente distribuido em placas de Petri (49 x 13 mm). Foram utilizados quatro
explantes por placa de cultivo. As culturas foram mantidas por 45 dias, no escuro, a
temperatura de 25 £ 2 °C, periodo em que os explantes apresentavam proliferacdes
celulares brancos foram utilizadas.

As culturas embriogénicas induzidas foram mantidas em ciclos de proliferacao
celular no escuro a temperatura de 25 + 2 °C, em meio de cultura semi-sélido, por

um periodo de 21 dias entre as repicagens.

2.2.2.2 Metodologia de criopreservacao

A metodologia utilizada, para a criopreservacdo das culturas embriogénicas
foi baseado naquela descrita para criopreservacdo de células embriogénicas de
Pinus (HARGREAVES et al., 1995). A figura 2.1 apresenta o esquema utilizado no

processo de criopresercao e o detalhamento esta descrito nos proximos itens.

2.2.2.2.1 Pré-cultivo e congelamento

As suspensfes celulares foram obtidas utilizando-se um grama de células
embriogénicas, inoculadas em uma placa de cultura contendo seis pog¢os, contendo
3 ml de MSG (BECWAR; WANN; JOHNSON, 1987) liquido suplementado com 0,4
M de sorbitol, pré-condicionados em gelo por 15 minutos. O material foi mantido em

agitadores rotativos (25 RPM de agitacdo), por 24 horas, no escuro a temperatura de
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25 °C. A sequir transferidos para um recipiente contendo gelo, onde foram mantidos
por 15 minutos. Apds este periodo, em cada poco foi adicionado 3 ml de MSG
contendo 0,4 M de sorbitol e DMSO (20% (v/v)), previamente resfriada em gelo por
15 minutos, totalizando um volume total de 6 ml. As placas foram entédo, novamente
mantidas por mais 15 minutos no gelo. Todo o procedimento foi realizado
protegendo as células da luz, com as placas cobertas com papel aluminio.

Aliguotas de 1 ml das suspensfes celulares foram dispensadas em criotubos
de 1,8 ml, transferidas para um recipiente de congelamento Nalgene™ Cryo -1 °C, e
acondicionadas em freezer - 80°C durante 2 horas, permitindo resfriamento lento a
um a taxa de - 1 °C/min. ApGs este periodo, as amostras mergulhadas e estocadas

em nitrogénio liquido (-196 °C) por 48 horas antes da recuperacao.

2.2.2.2.2 Descongelamento e recuperacéo

Apéds 48 horas em nitrogénio liquido, os criotubos, contendo as suspensdes
celulares congeladas, foram transferidos para um banho de 4gua com temperatura
de 42 °C, por 4-6 minutos, para um rapido descongelamento. O conteldo dos
criotubos foi colocado em papel de filtro, previamente autoclavado, e a solugéo
removida, utilizando filtragem a vacuo. O papel de filtro contendo as culturas
embriogénicas foi transferido para a uma placa de Petri, contendo meio MSG semi-
sélido livre de crioprotetores, e apds 24 horas'temperatura de 25 °C, no escuro, 0
papel com as células foi transferido para uma nova placa de Petri com meio MSG.
Semanalmente, o material foi transferido, em mesmo meio de cultra e nas mesmas

condic¢bes de cultivo.
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Figura 2.1. Metodologia convencional, com congelamento lento, de criopreservagdo de

culturas embriogénicas de A. angustifolia, destacando-se pré-cultivo, congelamento,
descongelamento e recuperacéo.

2.2.2.3 Anédlises bioguimicas

2.2.2.3.1 Material vegetal

Para as analises de PAs, ABA, ROS e proteinas, amostras de células
embriogénicas de A. angstifolia foram coletadas em diferentes etapas de

criopreservacdo, conforme esquematizado na Fig. 2.2. Assim, foram utilizados os
seguintes amostras de materiais:

a) culturas embriogénicas frescas, ou seja, recém coletadas, apds sete dias do ciclo

de repicagem em meio de multiplicacdo, ndo submetidas a qualquer tratamento de
criopreservagao;
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b) culturas embriogénicas submetidas ao procedimento de criopreservagao, na
auséncia de crioprotetores e que, portanto, ndo puderam ser criopreservadas, nas

seguintes etapas:
- A: ap0s pré-tratamento parcial (24 horas em meio MSG);
- B: apds tratamento (24horas em meio MSG seguido de 15 minutos em gelo);

- C: imediatamente ap0s a recuperacdo (24 horas em meio MSG, seguido de

15 minutos em gelo, congelamento e descongelamento);

c) culturas embriogénicas submetidas ao procedimento de criopreservacao, na
presenca de crioprotetores (0,4 M de sorbitol com 20% de DMSO) e com capacidade
recuperacdo em massa semelhante ao controle ndo criopreservado, indicado como
0 mais promissor protocolo de criopreservacdo das células de A. angustifolia,
detalhado no CAPITULO 2 deste trabalho:

- A’: apos pré-tratamento parcial (24 horas em meio MSG contendo sorbitol);

- B’: apos tratamento total (24 horas em meio MSG contendo sorbitol seguido

de 15 minutos em meio de cultura contendo sorbitol e DMSO em gelo);

- C’. imediatamente apds descongelamento (24 horas em meio MSG
contendo sorbitol, seguido de 15 minutos em meio de cultura contendo sorbitol e

DMSO em gelo, congelamento e reaquecimento).

Os tratamentos utilizados e as amostras utilizadas para as determinacfes

bioquimicas estédo: esquematizados na figura 2.2.
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Figura 2.2. Esquema das amostras utilizadas para as analises bioquimicas: células
embriogénicas frescas (recém coletadas do meio de multiplicagdo apos 7 dias de repicagem)
(controle) e ao logo do processo de criopreservacdo: A: 24 h em meio MSG; B: 24 h em
meio MSG seguido de 15 min em gelo; C: 24 h em meio MSG, seguido de 15 min em gelo,
congelamento e reaquecimento; A’: 24 h em meio MSG contendo sorbitol; B’: 24 h em meio
MSG contendo sorbitol, seguido de 15 min em meio de cultura contendo sorbitol e DMSO
em gelo; C’: 24 h em meio MSG contendo sorbitol, seguido de 15 min em meio de cultura
acrescido de sorbitol e DMSO, em gelo, congelamento e reaquecimento.

2.2.2.3.2 Padrao e contetido de PAs

A metodologia para a determinac¢do do padrdo e conteudo de PAs livres foi
baseada naquela descrita por (SILVEIRA et al., 2004). Amostras de 200 mg de
massa fresca, dos diferentes tratamentos , previamente trituradas em nitrogénio
liquido, receberam 1,6 ml de &cido perclorico 5% (v/v), vortexadas e mantidas no
gelo por 1 hora. Posteriormente, foram centrifugadas a 20.000 g por 20 minutos, a 4
°C, recolhendo-se o sobrenadante.

As PAs foram entdo derivatizadas, misturando-se 40 uL da amostra contendo
PAs, 100 pL de cloreto de dansil (5 mg.ml* em acetona), 50 L de solugéo saturada
de carbonato de sédio (NaHCO3) e 20 pyL de 1,7-diaminoheptano (DAH), utilizado
como padréao interno. Apés a homogeneizacdo, 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 pL de prolina (100 mg.ml*) com posterior
incubacgdo por 30 minutos no escuro, a temperatura ambiente. Em seguida, as PAs

derivatizadas foram particionadas com 200 pL de tolueno, e a fase apolar (tolueno),
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que contém as PAs, foi coletada (175 pL), seca sob jato de nitrogénio, e
ressuspendida em 175 pL de acetonitrila.

A identificacdo e quantificacdo das PAs foram realizadas utilizando-se HPLC,
com coluna C18 de fase reversa (Shimadzu Shim-pack CLC ODS). Acetonitrila
absoluta e acetonitrila 10% em agua (pH 3,5 ajustado com HCI 1N) foram utilizadas
como solventes. A mudanca na propor¢cao de acetonitrila absoluta em relacdo a
acetonitrila 10% definiu o gradiente de corrida. O gradiente de acetonitrila absoluta
foi programado para 65%, durante os primeiros 11 minutos, de 65 a 100% entre 11 e
25 minutos, e 100% até 35 minutos com fluxo de 1 ml.min™, a 40 °C. O detector de
fluorescéncia foi ajustado para excitagcdo de 340 nm e emissdo de 510 nm. Foram
injetados 20 pL da amostra derivatizada com cloreto de dansil. As areas e tempos de
retencdo de cada PA foram avaliados por comparacdo com as PAs com
concentragcbes conhecidas: Put, Spd, Spm e DAH. Os resultados foram ajustados
com base na massa seca de cada amostra, obtidos a partir da desidratacdo de

aliquotas das mesmas em estufa por a 90 °C por 48 horas.

2.2.2.3.3 Conteudo de ABA

A metodologia para a extracdo e dosagem de ABA foi baseada naquela
descrita por (SILVEIRA et al.,, 2004). Amostras de 1g de massa fresca foram
maceradas com tampao de extracdo (etanol 80% + 1% polivinipirolidona-40) e o
[®H]ABA radioativos foram utilizados como padrdo interno para a determinacgéo do
rendimento do processo. O extrato foi agitado por 1 hora e 30 min, no escuro a 4 °C,
e centrifugado a 14000 g por 15 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi concentrado em
speed vac a 45 °C, até atingir 20% do volume inicial (< 1,0 ml). O volume da amostra
foi ajustado para 3 ml (p/v) com agua tipo MilliQ, e o pH foi ajustado para 2,5 com a
adicdo de HCI (1N). As amostras foram particionadas duas vezes, usando-se éter
etilico como solvente orgéanico. A fase organica, contendo o ABA, foi coletada e seca
em speed vac, a 45 °C. Em seguida, as amostras foram ressuspendidas em 200 pL
de metanol 100% e transferidas para tubos do tipo eppendorf e armazenadas a -80
°C, para analises posteriores em HPLC.

A quantificagéo do ABA foi realizada por HPLC em fase reversa, com coluna
C18 (Shimadzu Shim-pack CLC ODS). Foram utilizados como solventes, metanol



41

100% e uma solugcdo de agua-metanol 10% e acido acético 0,5%. A mudanca na
proporcdo de metanol em relagdo ao outro solvente definiu o gradiente de corrida,
sendo o gradiente de metanol 100% ajustado para aumentar de 20% a 30% durante
0s primeiros 10 minutos, de 30 a 45% entre 10 e 22 minutos, de 45 a 54% entre 22 e
33 minutos, de 54 a 100% entre 33 e 34 minutos e 100% até 60 minutos, com fluxo
de 1 ml.min-1, a 40 °C. Para a deteccao do ABA, o detector de UV foi ajustado em
254 nm. Foram injetados 40 puL de cada amostra. Fracdes contendo ABA foram
coletadas e analisadas por cintilacéo liquida (Packard® Tri-carb 2100 TR, USA) para
a estimativa de perdas. As areas e tempos de retencdo do ABA foram avaliadas por

comparacao com concentracdes conhecidas destes hormonios.

2.2.2.3.4 Conteudo de ROS

A producéo intracelular de ROS foi determinada por fluorometria (LAXALT et
al., 2007). Aliguotas contendo 99 uL de solucdo com 6 mg de células foram
incubadas com H,DCFDA (diclorofluoresceina diacetato) 1 uM por 30 minutos. A
sequir, leituras em fluorimetro, com excitacdo de 480 nm e emissdo de 525 nm
(Victor 3TM, PerkinElmer) foram realizadas a cada 10 minutos, até 90 minutos,
momento em que a emissdo da fluorescéncia ja havia se estabilizado. Os resultados
foram obtidos a partir de estimativa da producdo de ROS, obtida pela leitura da
fluorescéncia relativa emitida pela oxidagao da H,DCFDA.

2.2.2.3.5 Perfil protéico

As proteinas das ceélulas embriogénicas frescas e durante as diferentes
etapas de criopreservacao foram extraidas, quantificadas e a seguir, separadas por
SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis).

A extracao foi realizada de acordo com LEHNER; NIEHOF; BORLAK, (2003),
modificado. Amostras de 1 grama de massa fresca foram trituradas em nitrogénio
liquido. Tampao de extracdo contendo 50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1ImM de PMSF
(fenilmetilsulfonil fluorido) e 1mM de EDTA foram adicionados as amostras. A seguir,
as mesmas foram agitadas em vortex e mantidas por 30 minutos em camara fria a 4

°C e vortexadas novamente a cada 15 minutos. Apds, foram centrifugadas (14.000
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rpm, 4 °C) e o sobrenadante, contendo as proteinas, coletado, imediatamente
congelado e mantido a -20 °C até a utlizagdo. As proteinas totais foram
quantificadas pelo método de (BRADFORD, 1976), utilizando BSA como padrédo. O
perfil das proteinas foi obtido em amostras contendo 8 pg de proteinas através de
SDS-PAGE e coradas em Comassie Coloidal, de acordo com (NEUHOFF et al.,
1990). Os resultados foram avaliados considerando-se presenca e intensidade das

bandas reveladas.

2.2.2.4 Amostragem e andlise estatistica

As andlises foram realizadas em triplicatas. O desvio padrao foi utilizado

como medida de dispersao estatistica.

2.3 Resultados e discussao

No presente trabalho, os mais altos conteidos de Put, Spm e Spd foram
observados imediatamente apds a exposi¢do ao gelo, nos materiais sem tratamento
com os crioprotetores (B). Na presenca de crioprotetores, ocorreu um aumento de
Spd e Spm, ao longo das varias etapas de criopreservagao (A’, B’ e C’). Entretanto,
nao foram observadas alteragdes no conteudo de Put, entre as etapas A’ e B’, que
foi seguido de estabilizacdo entre B’ e C’. Avaliando-se a soma das PAs
identificadas, observa-se um pico em B e, uma tendéncia ao aumento ao longo das
etapas, quando adicionados os crioprotetores (Fig. 2.3.).

Em células de plantas as variac6es dos padrfes e conteudos enddgenos de
PAs, quando o material € submetido ao resfriamento, sdo dependentes da espécie
nao tendo sido completamente elucidada (FORNI et al., 2010). Em apices de maca
(Malus domestica), apés a etapa de desidratacdo, apresentaram uma reducdo no
conteudo de Spd e Put, enquanto o contetdo de Spm permaneceu inalterado.
RAMON et al. (2002), utilizando meristemas de trés diferentes cultivares de banana
(Musa spp.), verificaram uma relagdo entre os niveis de Put e a resisténcia ao
estresse por resfriamento. Neste trabalho, os autores demonstraram que o pré-
tratamento dos materiais, por duas semanas em meio de cultura contendo 0,4 M de

sacarose, como um pré-tratamento para a criopreservacéao, resultou em um aumento
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no conteddo das PAs, principalmente da Put. Além disso, um aumento no conteddo
de &cidos graxos totais também foi reportado. Segundo os autores, a Put estaria
relacionada com o aumento nos niveis de instauracdo dos lipidios de membrana
ap0s o pré-tratamento com sacarose, e consequentemente, com a sobrevivéncia
apos a criopreservacdo. Aumento nos contetdos de Put e Spd foram observados em
plantas de pepino (Cucumis sativus) submetidas ao frio, sendo apenas Spd
relacionada diretamente a uma protecdo contra injurias causadas pelo resfriamento
(SHEN; NADA; TACHIBANA, 2000). Em plantas de mostarda (Tellungiella sp), o
decréscimo de Sdp foi relacionado a tolerancia ao congelamento (LEE et al., 2012).
Uma reducdo no conteddo de PAs foi observada antes do resfriamento e durante a
recuperacdo de células embriogénicas criopreservadas de P. abies, ap0s o
tratamento com sorbitol e DMSO e foi condicdo considerada determinante para o
sucesso do procedimento (VONDRAKOVA; CVIKROVA, 2010).
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Figura 2.3. Poliaminas (PAs) livres (ug/g de MS + DV): Put (a), Spd (b), Spm (c) e totais (d) nas
células embriogénicas frescas (recém coletadas do meio de multiplicacdo apds 7 dias de
repicagem) de A. angustifolia e ao longo do processo de criopreservacdo: A: 24 h em meio
MSG; B: 24 h em meio MSG seguido de 15 min em gelo; C: 24 h em meio MSG, seguido de 15
min em gelo, congelamento e reaquecimento; A’: 24 h em meio MSG contendo sorbitol; B’: 24 h
em meio MSG contendo sorbitol, seguido de 15 min em meio de cultura contendo sorbitol e
DMSO em gelo; C’: 24 h em meio MSG contendo sorbitol, seguido de 15 min em meio de
cultura acrescido de sorbitol e DMSO, em gelo, congelamento e reaquecimento. MS: massa

seca, DV: desvio padréo.

No presente trabalho, o pico de PAs observado durante a etapa B, seguida de

seu decréscimo poderia ser considerado como um marcador de estresse durante o
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procedimento de criopreservacdo para as células de A. angustifolia, sendo a
recuperagcdo com sucesso das células associada a um aumento gradual de PAs ao
longo do protocolo de criopreservacao. Salienta-se que, neste caso, o aumento de
Put, precursor na via de biossintese das PAs, poderia também ser responsavel pelo
aumento observado nos niveis de Spm e Spd em B.

Embora um aumento de Put tenha sido associado com um efeito deletério do
resfriamento para as culturas celulares de A. angustifolia, 0 aumento de Spm e Spd,
em relacdo as ceélulas frescas, podem ser associadas ao sucesso no protocolo de
criopreservacéo, diferentemente do observado para outros sistemas vegetais. O
acumulo de Put em resposta ao estresse causado pelo frio parece ser essencial
para promover a aclimatacdo ao mesmo. De acordo com os autores acima, mutantes
de Arabidopsis deficientes para a biossintese desta PA apresentaram reducdo na
tolerancia ao congelamento e na expressdo do gene NCED3 (Nine-cis-
epoxycarotenoid dioxygenase), o qual esta envolvido na biossintese de ABA. A
aplicacao exogena de Put para os mutantes de ABA, e de ABA para os mutantes de
Put restabeleceram as caracteristica selvagem de resisténcia ao frio (CUEVAS et al.,
2008).

Para as células embriogénicas de A. angustifolia, observou-se que o
contetdo de ABA das células frescas foi 0 mais baixo, em relacdo aos tratamentos
realizados. O maior contetdo de ABA ocorreu ha auséncia de crioprotetores, apdos o
tratamento com gelo. Na presenca dos crioprotetores, o conteudo de ABA foi
crescente ao longo das etapas A’, B’ e C’ (Fig. 2.4.). Ressalta-se que o padrao de
variagao observado para o ABA foi similar aquele verificado para a Spd e Spm (Fig.
2.3.). Esta situacdo sugere que a presenca dos crioprotetores atue na redugéo do
estresse causado para as células.

Assim como observado para as células de A. angustifolia, diferentes trabalhos
sustentam a hipotese de que o ABA esteja envolvido na tolerancia as baixas
temperaturas. Niveis elevados de ABA foram observados em plantas expostas a
temperaturas baixas, mas nao abaixo de zero (CUEVAS et al., 2008; DAIE;
CAMPBELL, 1981). Aplicagbes exogenas de ABA induziram tolerancia ao
congelamento em alfafa (MOHAPTRA; POOLE; DHINDSA, 1988), Arabidopsis
(LANG; HEINO; PALVA, 1989), e suspensodes celulares de milho (XIN; LI, 1992). A

adicdo de ABA ao meio de maturacdo de embribes somaticos de P. abies, associada
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ao tratamento com aclimatacao ao frio, permitiu a criopreservacao dos embrides sem
a necessidade de pré-tratamento com crioprotetores (KONG; PATRICK VON, 2011).
Uma baixa tolerancia ao congelamento foi registrada em genotipos de Arabidopsis,
deficientes em ABA (HEINO et al.,, 1990) e em variedades de arroz que nao
apresentaram aumento nos niveis deste horménio em resposta ao resfriamento
(LEE; LUR; CHU, 1993).
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Figura 2.4. Conteudo de ABA (ug/g de MS + DV) nas células embriogénicas frescas (recém
coletadas do meio de multiplicacdo apds 7 dias de repicagem, controle) e ao longo do
procedimento de criopreservacao: A: 24 h em meio MSG; B: 24 h em meio MSG seguido de
15 min em gelo; C: 24 h em meio MSG, seguido de 15 min em gelo, congelamento e
descongelamento; A’: 24 h em meio MSG contendo sorbitol; B’: 24 h em meio MSG
contendo sorbitol, seguido de 15 min em meio de cultura contendo sorbitol e DMSO em
gelo; C’: 24 h em meio MSG contendo sorbitol, seguido de 15 min em meio de cultura
acrescido de sorbitol e DMSO, em gelo, congelamento e descongelamento. Put: putrescina,
Spd: espermidina, Spm: espermina, MS: massa seca, DV: desvio padrao.

Diferentes estudos sugerem que a transducgédo do sinal decorrente do frio
seja feita por etapas comuns a outras sinalizacfes, e que seriam decorrentes de
outros estresses abioticos, bidticos ou ABA (LEE; HENDERSON; ZHU, 2005;
ZELLER et al., 2009). O estresse provocado pelo abaixamento de temperatura
ativaria o ABA que, por sua vez, ativaria a sintese de proteinas (PELAH et al., 1997)
e solutos osmoticamente ativos (NIEVES et al., 2001), protegendo as células. Em
plantas de gréo-de-bico (C. arietinum), o pré-tratamento com ABA foi capaz de
tornar a membrana plasmatica mais insaturada e reduzir a LTso (temperatura que

induz 50% da morte das células foliares) (BAKHT; BANO; DOMINY, 2006).
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Baixa tolerancia ao congelamento foi registrada em genotipos de Arabidopsis
deficientes em ABA (HEINO et al., 1990). O tratamento com o horménio durante a
etapa de desidratacdo permitiu uma maior sobrevivéncia dos embriées somaticos de
P. abies criopreservados (HAZUBSKA-PRZYBYL et al., 2013). Varios estudos
apontam que, em situacdes de aumento dos niveis de ABA e reducdo de
temperatura, ocorre uma inducdo comum de genes (LEE; HENDERSON; ZHU,
2005; LEE; CHEN, 1993; URANO et al., 2009) e proteinas (CUI et al., 2005;
DEGAND et al., 2009; HASHIMOTO; KOMATSU, 2007). E possivel que o aumento
nos niveis de PAs, seguido do aumento ABA, verificado no presente trabalho,
estejam correlacionados. Nesse sentido, um aumento no conteldo de Put
promoveria a sintese de ABA, possibilitando a sobrevivéncia das células apés o
reaquecimento durante o protocolo de criopreservacdo para as células de A.
angustifolia. Esta observacao corrobora a proposta de que o aumento de Put atuaria
diretamente na biossintese de ABA, o qual reconhecidamente € responsavel pela
aclimatacéo das plantas ao frio (ALCAZAR et al., 2011).

As condicdes de estresses também tém sido relacionadas com outras
moléculas sinalizadoras como é o caso das ROS. Em condicbes de estresse
oxidativo, as ROS podem causar danos no DNA, membrana plasmatica e proteinas,
resultando na morte celular (BELIGNI; LAMATTINA, 1999; RIBEIRO et al., 2005). No
presente trabalho, a presenca de niveis mais elevados de ROS, na auséncia de
crioprotetores, assim como observado para os conteudos de Put e ABA, poderia
estar associados as injurias nas células embriogénicas de A. angustifolia. Danos no
DNA de células animais foram identificados apés criopreservacdo e associados com
0 aumento da liberagdo de ROS (THOMSON et al., 2009). Nos sistemas vegetais,
diferentes estudos tém demonstrado associacéo entre ABA e ROS, de forma que a
adicdo do hormoénio ao meio de cultura teria promovido o aumento de ROS em
células de Arbidopsis e Vicia sp. (PEI et al., 2000; ZHANG et al., 2001).

O conteudo intracelular de ROS, durante os diferentes tratamentos das
células embriogénicas de A. angustifolia, pode ser observado na Fig. 2.5. Na
auséncia de crioprotetores, as células apresentaram niveis de ROS mais elevados
em relacdo aos materiais expostos aos crioprotetores. Os maiores valores de ROS
foram observados no tratamento C, ou seja, onde as células foram reaquecidas apo6s

0 congelamento.



47

1.6
1.4 -

1.2

ROS

1
0.8
0.6
0.4
0.2

0 . . . . .

A B c A B c

Tratamentos de criopreservacao

(105UA)

Figura 2.5 Contetdo de ROS (10°UA + DV) nas células embriogénicas de A. angustifolia
durante o procedimento de criopreservacédo. A: 24 h em meio MSG; B: 24 h em meio MSG
seguido de 15 min em gelo; C: 24 h em meio MSG, seguido de 15 min, em gelo,
congelamento e descongelamento; A’: 24 h em meio MSG contendo sorbitol; B’: 24 h em
meio MSG contendo sorbitol seguido de 15 min em meio de cultura contendo sorbitol e
DMSO, em gelo. UA: unidades de absorbancia, DV: desvio padrao.

Os resultados apresentados no presente trabalho demonstraram que 0s
crioprotetores reduziram o contetdo de ROS no material criopreservado. O estresse
causado pelo frio é capaz de provocar um acumulo de peréxido de hidrogénio nas
células, assim como aumentar a quantidade de transcritos, proteinas e a atividade
de enzimas sequestradoras de ROS (SUZUKI; MITTLER, 2005). Ressalta-se,
entretanto, que valores mais elevados destes compostos, para as células de A.
angustifolia, ocorreram logo apds o reaguecimento.

A Fig. 2.6 apresenta o perfil protéico obtido para as células embriogénicas de
A. angustifolia, nos diferentes tratamentos utilizados. Nao foram observadas bandas
exclusivas nos varios tratamentos, entretanto, duas bandas entre 21,5 e 30 kDa
mostraram-se mais intensamente coradas, nos materiais expostos aos
crioprotetores. A banda de maior peso molecular foi identificada nas etapas de pré-
tratamento com sorbitol e no tratamento com sorbitol e DMSO (B’ e C’), e a banda de
menor peso molecular evidenciada apés o reaquecimento (C’). Polipeptideos com
peso molecular semelhantes aos observados no presente trabalho foram

identificados no apoplasto de folha de cevada (Secale cereale) submetidas ao
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congelamento com pré-tratamento de aclimatagdo ao frio (HON et al.,, 1995). De
acordo com o0s autores, tais polipeptideos com atividade anti-congelante,
identificados como quitinases e glucanases, foram produzidos apenas pelas plantas
que se mostraram tolerantes ao congelamento. Paralelamente, a fotomicrografia dos
cristais de gelo formados durante o congelamento apds diferentes periodos de
aclimatacao evidenciaram que, quanto mais longo o periodo de aclimatacgéo,
menores eram os cristais de gelo formados.
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Figura 2.6 Perfil protéico (SDS-PAGE) das células embriogénicas de A. angustifolia frescas
(recém coletadas do meio de multiplicacdo ap6s 7 dias de repicagem) e durante as etapas
de criopreservacdo. A: 24 h em meio MSG; B: 24 h em meio MSG seguido de 15 min, em
gelo; C: 24 h em meio MSG, seguido de 15 min em gelo, congelamento e descongelamento;
A’: 24 h em meio MSG contendo sorbitol; B’: 24 h em meio MSG contendo sorbitol, seguido
de 15 min em meio de cultura contendo sorbitol e DMSO, em gelo. PM: peso molecular.

Em altas concentracdes, as AFPs sdo capazes de reduzir a temperatura de
fusdo do material (DEVRIES, 1986), propriedade importante para reduzir a
temperatura de congelamento e estratégia utilizada por peixes quando expostos ao
gelo para evitar o seu congelamento (DEVRIES, 1988). As AFPs em baixas
concentracbes, durante o reaquecimento de material congelado, impedem o
crescimento dos cristais de gelo (KNIGHT; HALLETT; DEVRIES, 1988), adsorcdo ao

gelo, e protegem enzimas e membranas de células submetidas a criopreservagéo
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(IRIMIA; KARLSSON, 2002; MCGANN, 1979; MERYMAN, 1982). Em sementes de
trigo (Triticum vulgaris), o tratamento com AFPs permitiu a protecdo de meristemas e
calos, contra os danos durante a reducdo de temperatura. Entretanto, sua acéao €
mais efetiva quando adicionada as solu¢des crioprotetoras do que quando aplicada
de maneira isolada no material a ser criopreservado (REINHOUD; IREN; KIINE,
2000).

As AFPs apresentam forma e funcdo semelhantes as proteinas produzidas
apos o ataque de patégenos em plantas (HON et al., 1995). A superexpressao do
pathogenesis-related gene 10a, cuja producdo € estimulada com defesa a este tipo
de ataque em plantas, provocou aumento da tolerdncia osmoética em culturas
celulares de batatas (S. tuberosum), quando submetidas a crioprotecdo durante o
pré-tratamento, anterior ao congelamento (VAAS; MARHEINE; SEUFERT, 2012).

A auséncia de bandas exclusivas nas células ndo submetidas aos
crioprotetores, e a presenca naquelas tratadas, pode sugerir uma relacdo destas
proteinas ao estresse provocado pela desidratacdo e/ou estimulo pelos
crioprotetores. A reducdo do conteldo de agua, importante para a criopreservacao
(FULLER, 2004; WALTERS et al., 2008), pode representar um periodo de estresse
intenso para as células (CHETVERIKOVA, 2009). Dessa forma, mecanismos que
aumentem a tolerancia osmotica, como o uso de crioprotetores, permitem uma
desidratacdo mais intensa, resultando em maior sobrevida ap6s o congelamento
(VAAS; MARHEINE; SEUFERT, 2012).

Solucdes crioprotetoras séo usadas para reduzir a temperatura de nucleagao
do gelo, diminuir a taxa de crescimento de seus cristais e aumentar a temperatura
de transformacdo vitrea (ANCHORDOGUY, 1991). Elas também s&o responsaveis
por diminuir o tamanho das células e do citoplasma e/ou alterar as propriedades das
paredes celulares e membranas, permitindo maior resisténcia as injurias causadas
pela desidratacdo como a deformacgao durante o resfriamento (OKTAY et al., 1998).
Além disso, os acucares presentes nestas solugfes intereagem com membranas e
outras proteinas, aumentando sua estabilidade durante o congelamento (VOLK,
2010). O tratamento com crioprotetores em embrides zigéticos de Amaryllis
beladonna e Haemanthus montanus, ambos recalcitrantes, protege as enzimas
com propriedades antioxidantes, permitindo o controle do sequestro de ROS e o
controle da peroxidacédo de lipideos (SERSHEN et al., 2012). O tipo preferencial de
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crioprotetor, entretanto, pode variar de acordo com a espécie estudada. O efeito de
diferentes acucares, associados ao DMSO, foram testados em células
embriogénicas de P. nigra, sendo a maltose e sacarose, 0s aucares que permitiram
uma maior sobrevivéncia das células criopreservadas (SALAJ et al., 2011).

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, conclui-se que
gue o sorbitol e DMSO permitiram com que as células de A. angustifolia pudessem
ser criopreservadas e evidencia a importancia das PAs, ABA e ROS como
sinalizadores e moduladores do resfriamento. Assim, diferentes padrdoes de
variacdo de tais compostos puderam ser elaborados, de acordo com o uso de
crioproteores e sobrevivéncia a criopreservacao. De acordo com a Fig. 2.7., para as
células que resistem a criopreservacdo, um aumento gradual de PAs e ABA ao
longo das etapas de criopreservacdo de ROS, logo ap6s o tratamento com o0s
crioprotetores e contato com gelo (B’) pode ser observado enquanto que, para as
células que ndo puderam ser recuperadas, PAs e ABA apresentam um pico o ABA
logo apds contato com gelo (B), seguido de decréscimo, e um aumento constante de

ROS ao longo das etapas de criopreservacao.

Presencga de crioprotetores Auséncia de crioprotetores
(Recuperagédo de células viaveis) (Recuperagiao de células néo viaveis)
> >

Etapas da criopreservagao Etapas da criopreservacao

Figura 2.7. Variacdo do contetdo de PAS, ABA e ROS durante a de A angustifolia ao longo
do protocolo de criopreservacdo na auséncia e presenca de crioprotetores. As células
vidveis correspondem aquelas que foram capazes de crescer ap0s a recuperacgao.



CAPITULO 3 - ANALISE DE TOLERANCIA A DESSECACAO EM EMBRIOES
ZIGOTICOS DE A. angustifolia®

1 O trabalho foi desenvolvido no National Center for Genetic for Resources Preservation (ARS —
USDA, Fort Collins, EUA) sob supervisdo da Dra. Christina Walters. Parte dos resultados deste
capitulo foram apresentados no 6th International Workshop On Desiccation Sensitivity And Tolerance
In Seeds And Vegetative Plant Tissues.
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Resumo: Técnicas de cultivo in vitro, associadas a criopreservacao, Sao
ferramentas importantes para conservacdo ex situ de espécies recalcitrantes. O
sucesso da criopreservacao depende de um equilibrio entre a reducdo da umidade
de um sistema para evitar a formacdo de cristais de gelo e sua resisténcia a
desidratacdo e ao abaixamento de temperatura. Um método de criopreservacao
adequado reduz os riscos da formacéao de cristais de gelo, ao mesmo tempo em que
evita danos biquimicos e mecanicos as ceélulas. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a taxa de desidratacéo e de tolerancia a dessecacao e ao resfriamento de embrides
zigoticos de A. angustifolia, utilizando-se diferentes estratégias. Embrides foram
desidratados utilizando-se jatos de ar comprimido (secagem ultrarrapida), meio WPM
contendo 2M de sacarose, ou solucao crioprotetora PVS2. As taxas de desidratacao
foram avaliadas em cinco segmentos do embrido, sendo observada maior
resisténcia nas partes intermediarias, 2 e 3. Os embrides foram reidratados em meio
WPM contendo 1,2 M de sacarose. Embrides dessecados abaixo de 0,5 g H,0.g MS’
1 (12 horas), pelo método de secagem ultrarrapida, apresentaram sinais visiveis de
danos (escurecimento e impossibilidade de reidratacéo). Os embrides dessecados a
cerca de 0,45 g H,0.g MS™, usando 2 M de sacarose (8 horas), foram recuperados
por reidratacdo. O contetdo de agua de embribes embebidos em PVS2 (2 horas),
apos pré-tratamento com sacarose 2M, apresentaram conteddo de agua reduzido
para 0,35 g H,0.g MS™. Neste tratamento, variacdes de conteido de a4gua entre as
diferentes partes ndo foram observadas. Entretanto, uma maior penetracdo de PVS2
na regiao da extremidade da radicula (parte 1) pode ser identificada. O contetdo de
agua remanescente, necessario para preservar a viabilidade do embrido apos a
desidratacéo, impediu a criopreservacdo do mesmo. O grande tamanho do embrido,
nesta espécie permitiu a sua utilizacdo como um modelo para estudos da atuacéo

dos crioprotetores.
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3.1 Introducéao

A maioria das sementes armazenadas em bancos de germoplasma sdo mantidas
na forma desidratada, fundamental para a sua sobrevivéncia em temperaturas
criogénicas evitando a cristalizacdo do gelo, durante o congelamento (BERJAK;
PAMMENTER, 2008). A toler&ncia a desseca¢do dos organismos esta relacionada a
habilidade de suportar a perda da agua adsorvida as estruturas macromoleculares,
particularmente nas superficies de membranas, sem que ocorra deshaturacao
irreversivel da ultima. Dessa forma, sugere-se que os tecidos tolerantes a dessecacao
sejam capazes substituir as moléculas de agua, associada as superficies de
macromoléculas, por compostos poliidroxi (CLEGG, 1986; CROWE; CROWE, 1986).

A tolerancia a dessecacéo é definida como a quantidade que um organismo pode
resistir a perda de agua, ou seja, o potencial osmético minimo suportado, a duracdo do
tempo em que o organismo sustenta este baixo potencial osmotico, ou o crescimento
do organismo durante este tipo de estresse. Na auséncia dos mecanismos de tolerancia
a dessecacdo, o organismo perde a sua viabilidade em decorréncia de alteracfes
estruturais ou metabolicas (WALTERS et al., 2008).

O aumento da desidratacdo resulta em severos danos quimicos e mecanicos as
células (KAVIANI, 2011). Dessa forma, células com menor potencial osmotico e
tolerancia a salinidade possuem maiores chances de sobrevivéncia durante os
tratamentos de criopreservacdo (VOLK, 2010). Em tecidos intolerantes a desidratacéao,
a producdo de radicais livres € uma das maiores causas de morte dos tecidos,
prejudicando seu metabolismo, que requer. Consequentemente, a tolerdncia a
dessecacao e longevidade, depende da habilidade em sequestrar de radicais livres, que
pode ser feito utilizando-se antioxidantes como glutationa, ascorbato, tocoferdis, além
da capacidade de protecdo contra os danos durante a dessecacao e reparo aos danos
causados durante a reidratacdo (KRANNER; BIRTIC, 2005).

As sementes recalcitrantes, como € o caso de A. angustifolia, apresentam
elevado contetdos de agua e intolerancia a dessecacdo. Nestes materiais, o0 modelo

que descreve o0 comportamento homeohidrico sugere que, quanto maior for a
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velocidade de desidratacdo, maior é a perda de dgua que as mesmas podem tolerar
(FARRANT; PAMMENTER; BERJAK, 1986). Adicionalmente, no presente sistema
vegetal, assim como a para a maioria das recalcitrantes, o grande tamanho da semente
€ um fator restrivo a rapida dessecacdo. Para contornar esta dificuldade,
frequentemente sdo utilizados embrides excisados, os quais podem ser desidratados
mais rapidamente (desidratacéo ultra-rapida ou flash drying). Esta metodologia tem sido
considerada eficiente, especialmente quando relacionadas com certas técnicas, como
por exemplo, dessecacao a partir de silica gel ativada (BERJAK et al., 1990).

Além da quantidade de 4gua nessas sementes, a resisténcia a sua perda pode
estar relacionado as propriedades da mesma no interior dos tecidos (BERJAK;
PAMMENTER; VERTUCCI, 1992; VERTUCCI; FARRANT, 1995; VERTUCCI, 1990).
Quando presente nos tecidos, a agua apresenta diferentes propriedades fisicas.
Conforme é reduzida, as interacdes entre suas moléculas e as moléculas dos solutos
tornam-se mais fortes. Dependendo da reducgéo, a solucéo pode ficar tdo concentrada
gue torna-se viscosa e com propriedades semelhantes aquelas observadas em vidros.
Finalmente, em conteldos de agua muito baixos, caracteristicos das sementes
ortodoxas, toda a dgua remanescente estd intimamente associada as superficies das
macromoléculas, e a sua mobilidade é reduzida, constituindo a chamada agua ligada
(PAMMENTER; BERJAK, 2000).

A calorimetria diferencial de varredura em DSC (Differential scanning calorimetry)
€ um tipo de andlise térmica que permite mensurar e determinar a transicdo para o
estado vitreo e a formacéo de cristais de gelo durante a criopreservacao de diferentes
sistemas (BILAVCIK; ZAMECNIK; FALTUS, 2007). O equipamento mensura o fluxo de
calor e as transicdes de estado da agua em amostras em funcdo da temperatura e/ou
do tempo (HOHNE; HEMMINGER, 2003). Os eventos s&do estimados a partir da
diferenca de temperatura entre uma capsula de referéncia vazia e outra capsula,
contendo a amostra, sendo ambas resfriadas e aquecidas em uma mesma taxa
(REVILLA; MARTINEZ, 2002). O equipamento recalcula o fluxo de calor diferencial e
produz um grafico, analisando o estado fisico da agua durante o resfriamento e

aguecimento. As transicdes entre os estados liquido, vitreo amorfo e gelo podem ser
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detectadas pelos picos de energia exotérmicos ou endotérmicos, sendo o ponto de
transicdo do estado liquido conhecido como temperatura de transc¢ao vitrea (Tg) como
transicdo para o estado vitreo. Os perfis térmicos proporcionam importantes
informacdes sobre os tratamentos de crioprotecdo necessarios para evitar a formacao
letal de gelo, e estabilizacdo do estado vitreo (BENSON et al., 2006).

A conservagéo de sementes recalcitrantes em baixas temperaturas deve atender
a uma condicdo onde o conteudo de agua ideal, nos tecidos das sementes. Assim, o
conteudo deve ser baixo o suficiente para que ndo ocorra a formacédo de cristais de
gelo, e alto, o suficiente, para manter a sobrevivéncia e o desenvolvimento normal do
embrido, apds a recuperacédo da criogenia (REED et al., 2011).

No presente trabalho, com o objetivo de avaliar a sensitividade a dessecacao dos
embrides de A. angustifolia, foram utilizadas diferentes técnicas de desidratagédo, e 0s

seguintes aspectos foram avaliados:

a) obtencdo de um conteudo minimo de agua tolerado para a sobrevivéncia dos
tecidos do eixo embrionario através de diferentes formas de desidratagdo, como
a desidratacao flash drying (ultrarrdpida) e o uso de diferentes concentracdes de

sacarose combinados a solucédo de PVS2,
b) propriedades térmicas da dgua remanescente nos tecidos;
¢) danos mecanicos e metabdlicos apds desidratacao;

d) correlacdo entre as estratégias de desidratacao dos tecidos e a sensitividade

para a dessecacao.
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3.2 Material e métodos

3.2.1 Material vegetal

Sementes maduras de A. angustifolia, provenientes de popula¢cdes naturais
foram adquiridas em abril, maio e junho de 2011. As sementes foram mantidas sob
refrigeracdo & temperatura de 5 °C.

Em decorréncia do grande tamanho do embrido, e objetivando investigar o
comportamento de suas diferentes regibes, apds os tratamentos de desidratacédo, o
embrido foi dividido em cinco partes (Fig. 3.1.). As quatro primeiras partes foram
compostas pelo eixo hipocétilo-radicular, e a quinta parte contendo a porcado do
cotilédone, mais proxima do eixo embrionario.

lcm t lcm 0,5cm

Figura 3.1. Semente e embrides de A. angustifolia: (A): sementes maduras com
testa; (B): semente sem testa e cortada longitudinalmente expondo o embrido;
(C): embrido inteiro isolado; (D): partes obtidas a partir de corte transversal do

embrido. As partes 1 a 4 pertencem ao eixo hipocotilo-radicular, e a parte 5
pertencem ao cotilédone.

lcm

A sequéncia de metodologias utilizadas para a avaliagdo da tolerancia a

dessecacdo dos embrides foi resumida no organograma abaixo (Fig. 3.2.) e descritas
em detalhes a sequir:
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Dessecacgio Potencial Pré-tratamento
ultra rapida osmobtico (embrides frescos)
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Avaliagao Avaliagao do Avaliacdo = Avalicagio Tratamento
morfologica dano celular calorimétrica Recuperagdo calorimétrica PVS2
Avaliacao

calorimétrica sl

Figura 3.2. Metodologias utilizadas para o estudo da tolerancia a dessecacdo em embriGes de
A. angustifolia. M: molar; PVS 2: solugé&o de vitrificacdo de plantas (Sakai, 1990).

3.2.2 Metodologias

3.2.2.1 Meétodos de desidratacao

3.2.2.1.1 Desidratacao ultra-rapida (flash-drying)

A desidratacdo ultra-rdpida (flash-drying) dos embribes foi realizada pela
passagem de nitrogénio a temperatura ambiente (aproximadamente 22 °C) em fluxo de
9 L/min. Este procedimento foi realizado utilizando-se arejadores colocados de forma
paralela no fundo de um caixa recipiente plastico (10 x 10 x 4 cm), abaixo de uma fina

malha de nylon, de forma a difundir o nitrogénio liberado dentro da mesmo (Fig. 3.3).

Mallha

Difusores de ,,;§
nitrogénio

Caixa
plastica
ntrada de
hitrogénio

Figura 3.3. Equipamento de dessecac¢do ultra-rdpida (flash-drying) contendo caixa pléstica,
malha de tecido, na qual as sementes sdo acomodadas, e entradados difusores de nitrogénio.

N
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Testes dos diferentes tempos de desidratacdo foram realizados utilizando os
embrides inteiros isolados dos megagametofitos, os quais foram colocados sobre a
malha de nylon, recebendo jato indireto de nitrogénio durante 0, 20, 40, 60, 100 e 180
minutos. Apds 180 minutos de desidratacéo, os embrides continuaram a apresentar alto
teor de umidade assim, um lote destes embrifes foi colocada sobre silica gel ativada. O
sistema formado pelos embrides e a silica foram entdo submetidos a vacuo por um

periodo de 12 horas.

3.22.1.2 Desidratacao a partir de substancias crioprotetoras

Os embrides inteiros, isolados dos megagametdfitos, foram colocados em
frascos de Erlenmeyer com solucdo de pré-tratamento (2 M de sacarose em meio
liquido WPM (LLOYD; B, 1981) e mantidos por agitacdo por periodos de 4, 8, 16 e 24
horas. Ap6s cada periodo de tempo, um lote de embribes foi separado para analise
DSC (Differential Scanning Calorimetry), detalhado abaixo (item 3.2.2.2.3), e outro lote
foi submetido ao tratamento com PVS2 (30% glicerol, 15% etilenoglicol, 15% DMSO em
meio liquido WPM com 0,8 M sacarose (v/v)] (SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA, 1990).

Os embrides pré-tratados por 24 horas foram colocados em frascos de
Erlenmeyer com solucéo crioprotetora de PVS2 e mantidos por agitacdo por 5, 15, 30,
60 minutos. Objetivando avaliar a toxicidade do PVS2, embrides tratados com a solugao
crioprotetora por 60 minutos, foram mantidos em meio liquido WPM contendo 1,2 M de
sacarose por 120 minutos, a fim de se retirar a solucdo de PVS2 e a seguir, colocados
em placas de Petri com papel de filtro embebido em &gua destilada e mantidos a 25 °C,
com 16 horas de fotoperiodo. Este material foi avaliado, durante sete dias,

considerando os seguintes parametros: coloracdo, e desenvolvimento da gema apical.
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3.22.2 Avaliacdo dos tecidos

3.2221 Derrame de eletrélitos

Para a avaliacao dos tecidos, como danos celulares decorrentes da dessecacao
0s eixos embrionarios, embrides inteiros, representativos de cada periodo de
desidratacdo foram inicialmente umidificados em atmosfera de 100% de umidade
relativa, e a seguir, colocados em 2 ml de agua destilada. A taxa de vazamento de
eletrdlitos foi medida individualmente, a partir de trés replicatas. O vazamento foi
monitorado a cada 5 minutos, durante um periodo de 1 hora, utilizando-se um medidor
de condutividade modelo ASAC-1000 (Applied Intelligence System Inc.; Neogen,
Lansing, Mich., USA). As médias das taxas de vazamento foram correlacionadas com
as médias dos pesos secos das respectivas replicatas (BERJAK; PAMMENTER;
VERTUCCI, 1992).

3.22.2.2 Ensaio de viabilidade com glutationa

Embrides inteiros, isolados dos megagametdfitos, foram embebidos em solucéo
de glutationa em diferentes concentracdes (0; 0,1; 0,5 e 1 mM) durante 4 horas. Em
seguida, foram desidratados de forma ultrarrapida por 100 minutos, colocados em
placas de Petri com papel de filtro embebido em &gua destilada e avaliado apds sete

dias de recuperacao, a temperatura de 25 °C com 16 horas de luz e 8 de escuro.

3.2.2.2.3 Determinacédo do contetdo de agua

Apos os tratamentos de desidratacdo, as diferentes partes isoladas dos embribes
(item 3.2.2.1.) foram seladas em capsulas de aluminio, evitando-se a troca de agua do
material com o0 meio externo. A seguir, as amostras tiveram as capsulas perfuradas e
colocadas a temperatura de 95 °C, por 36 horas, tempo suficiente para a estabilizagéo

da massa seca (MS). O conteudo de agua foi calculado a partir da diferenca entre a
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massa fresca (MF) e a massa seca, de cada amostra, e expresso com base de g H,O g

! de massa seca.

3.22.24 Determinagé&o do potencial osmético

Foram realizados dois diferentes procedimentos para a determinacdo do
potencial osmoético dos embrides. O primeiro foi realizado utilizando-se concentracdes
variaveis de polietilenoglicol (PEG) (MM: 8.000): 0,1; 0,25; 0,35; 0,45; 0,55; 0,65; 0,75;
0,85 e 1,15 mg/mg de H,0O. O segundo foi realizado a partir da utilizacdo de solucbes
salinas saturadas de K;NO4, KNO3 e KCI.

Para tanto, as diferentes partes do embrido foram mergulhados em:

a) solucdes de PEG (concentracbes acima descritas), por 48 horas, sob

agitacdo e mantidos a 25 + 2 °C.

b) solugbes salinas (acima citadas) acondicionadas em camaras fechadas. Os
embrides foram acomodados dentro das camaras, sem contato direto com as
solucdes, e mantidos por 72 horas.

Apos os diferentes tempos de desidratacdo ultrarrapida, os segmentos tiveram

seu contetdo de umidade avaliados, como descrito no item 3.2.2.2.3. Cada valor de
umidade determinado foi relacionado com o0s potencias osméticos de cada um dos

tratamentos, previamente conhecidos.

3.2.2.25 Andlise das propriedades térmicas da agua em DSC (Differential Scanning

Calorimetry)

As propriedades térmicas da agua foram analisadas utilizando-se um DSC-7
Perkin-Elmer (Norwalk, CT), utilizando-se como padroes de calibragdo, para
temperatura o diclorometano (-95 °C) e o indium (156,6 °C), e para energia, 0 indium
(28,54 J g1) (BALLESTEROS; WALTERS, 2007).

A presenca de transicdes de fase da &gua foram determinadas a partir dos
termogramas de descongelamento registrados entre -120 e 30 °C, utilizando-se uma

variacdo de temperatura de 10 °C.min™*. A temperatura de transicdo para a fuséo foi
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determinada pela interseccdo entre a linha de base e a linha formada pelo segmento
mais ingreme do pico. A variagdo de entalpia (AH) foi determinada a partir da area
inserida do pico com a linha de base e expressa na base de grama de massa seca.

Todas as analises foram realizadas utilizando-se o software Pyris 7 Perkin-Elmer.

3.2.2.3 Andlise de dados

As avaliacdes foram realizadas em triplicatas. Como controle, foram utilizados
eixos embriondrios frescos nao desidratados. A média e o desvio padréo para cada
tratamento foram determinados utilizando-se o programa Excel 2010.

A recuperacdo dos eixos embrionarios nos diferentes tratamentos foi avaliada
morfologicamente considerando-se: presenca de coloracao verde e o desenvolvimento

do meristema apical.

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Efeitos da dessecacéo ultrarrapida ou com crioprotetores

A reducdo do conteudo de agua e nao resfriamento propriamente dito é
considerado o ponto critico para a sobrevivéncia de um material biol6gico durante a
criopreservacdo (RAMON et al., 2002). No presente trabalho, o contetdo de agua que
permanece no embrido durante a dessecacao ultra-rapida pode ser acompanhada na
Fig. 3.3. De acordo com os resultados, o embrido fresco ndo desidratado de A.
angustifolia, concentrou maior quantidade de agua nas partes 1 e 2, justamente aquelas
mais proximas ao apice radicular. A por¢cdo que concentra o menor conteudo de agua
foi aquela que contém o cotilédone, ou seja, a parte 5. Ao longo do processo de
desidratacdo ultra-rapida, a parte 2 tende a manter niveis mais altos de agua, em
relacdo as demais partes avaliadas. A parte 1, em contrapartida, desidratou-se mais

rapidamente, apresentando o mais baixo nivel de hidratacéo ao final do tratamento.
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Figura 3.4. Conteddo de agua apOs diferentes tempos de desidratacdo ultrarrapida (flash
drying) e em silica, a vacuo, em diferentes partes do embrido zigético de A. angustifolia.

Apbs sessenta minutos de desidratacdo, os embrides apresentam umidade com
cerca de 0,67 mg H,0. mg™* MS (Fig. 3.4.), potencial osmético de -8,125 MPa (Fig. 3.5.).
Estudos revelam que para sementes recalcitrantes, a dessecacéo dos eixos embrionarios,
sob condi¢des de desidratacdo ultra-rapida, permite com que 0os mesmos sobrevivam a
baixos contetdos de agua (0,28-0,44 mg H,0. mg* MS), condicdo equivalente a um
potencial osmotico de -11,3 MPa. Esse nivel de umidade € préximo ao ponto,em que
apenas agua nado congelavel, estd presente nos tecidos (BERJAK; VERTUCCI;
PAMMENTER, 1993; PAMMENTER; VERTUCCI; BERJAK, 1993; VERTUCCI, 1990). Os
resultados obtidos em nosso sistema de estudo demonstram que, através da
desidratacédo ultra-rapida nao foi possivel atingir os niveis de umidade e potencial
osmaticos suficientes para a manutencdo de sua viabilidade, apos resfriamento em

temperaturas criogénicas.
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Figura 3.5. Conteldo de agua das diferentes partes do embrido zigético maturo de A.
angustifolia em diferentes potenciais osmaticos.

Em relacdo ao aspecto morfolégico, avaliados apés de sete dias da recuperacao,
pode-se observar que apenas 0s embrides desidratados por até 60 minutos,
permaneceram Vivos, ou seja, tornaram-se verdes. Em periodos superiores de
desidratacédo, os embrides apresentaram coloragcdo marrom, provavelmente refletindo
uma condicdo de oxidacéo e perda de viabilidade do material, ndo sobrevivendo apoés

a reidratacéo (Fig. 6).

0 20 min 40 min 60 min 100 min 180 min

Figura 3.6. Aspecto morfoloégico dos embrides zigéticos de A. angustifolia sete dias apos
tratamento de desidracéo ultra-rapida (flash drying) no controle (0) e por diferentes periodos de
tempo (20, 40, 60, 100 e 180 minutos).
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Durante a dessecacgéo, os danos celulares estdo associados ao tipo de tecido,
tempo de dessecacédo, e consequentemente, liberacdo de radicais livres e oxidacao de
lipidios (WALTERS et al., 2002). A avaliacdo de tais danos pode ser realizada pela
quantificacdo da eletrocondutividade decorrente pelo derrame de eletrolitos de um
tecido ap6s danos ocorridos na membrana celular. Esta metodologia foi introduzida por
Matthews e Bradnock (1967) que verificaram que tecidos néo viaveis de P. sativum
liberavam grandes quantidades de eletrélitos, e portanto, altos valores de
eletrocondutividade. Desde entdo, este tipo de avaliagdo vem sendo utilizado para as
sementes recalcitrantes, na identificacdo dos danos em seus tecidos, apdés as
diferentes metodologias de dessecacédo (BERJAK; VERTUCCI; PAMMENTER, 1993;
PAMMENTER; VERTUCCI; BERJAK, 1991; VERTUCCI, 1989). Além dos sinais
morfolégicos de necrose do embrido, apds um longo periodo de desidratacdo ultra-
rapida, as medidas do derrame de eletrélitos sugerem sinais de danos celular. Os
resultados apresentados na Fig. 3.7. demonstraram que a taxa de vazamento de
eletrdlitos apresentou tendéncia de aumento, com a reducdo na umidade dos embrides,
sugerindo danos as membranas do material, durante esta técnica de reducédo de

umidade.
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Figura 3.7. Taxa de vazamento de eletrélitos monitorado por eletrocondutividade nas diferentes
partes do embrido de A. angustifolia em diferentes contelidos de agua apds desidratacao
ultrarrapida (flash drying).

Avaliando-se o conteldo de &gua nas diferentes partes do embrido durante a
desidratacdo com crioprotetores (Fig. 3.8 e 3.9) foi verificado um comportamento
diferencial da agua, no embrido de A. angustifolia, quando comparado com a

desidratacédo ultra-rapida.
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Figura 3.8. Contetdo de agua apos diferentes tempos de desidratagdo em meio de cultura
WPM contendo 2 M de sacarose, em diferentes partes do embrido zigético maturo de A.
angustifolia.

De acordo com a Fig. 3.8, observa-se que a parte 2,durante a desidratacdo em
meio de cultura WPM contendo 2 M de sacarose, apresentou uma maior tendéncia a
manutencao do conteudo de agua, em relacdo as demais partes. Uma estabilizacdo no
nivel de hidratacdo, em cerca de 0,45 mg H20.mg ms™, em todos os segmentos, pode
ser observada apds 4 horas de tratamento. Considerando-se que, durante a
desidratacdo ultra-rapida o conteddo de agua minimo para manter o embrido viavel foi
de cerca de 0,39 mg H,0. mg ms™, obtido aos 60 minutos de tratamento, o uso da
solucdo de meio com sacarose 2 M permitiu maior reducdo de umidade para os

embrides, em relacdo ao método anterior.
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Figura 3.9. Conteudo de agua durante exposicdo a PVS2, apds pré-tratamento em meio de
cultura WPM contendo sacarose 2 M por 16 horas, em diferentes partes do embrido zigotico de
A. angustifolia.

Os embrides pré-tratados com sacarose e em seguida, tratados com PVS2,
rapidamente decresceram seu conteudo de &gua, com valores proximos a 0,3 mg
H,0.mg ms™ (Fig. 3.9), sem que os embrides perdessem a viabilidade. Da mesma forma
como observado durante as desidratacfes anteriores (ultra-rapida e em meio com 2M
de sacarose), houve uma tendéncia de manutencdo da umidade nas partes 1 e 2 do
embrido. Entretanto, tal tendéncia foi observada apenas nos primeiros dois minutos de
imerséo na solucédo. De forma n&o esperada, o conteudo de agua calculado a partir dos
primeiros 5 minutos de tratamento em PVS2, aumentou nas diferentes partes do
embrido, sobretudo em 1 e 2. Essa observagao ndo corresponde ao esperado, pois a
funcdo béasica dos componentes das solugbes de vitrificacdo é a retirada de agua das
células (VOLK; WALTERS, 2006). O DMSO, um dos componentes da solucado de
vitrificacdo, trata-se de solvente polar com propriedades de dissolver tanto

componentes apolares quanto polares. Devido sua alta capacidade de atravessar as
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membranas biologicas, € provavel que um aumento de massa, conforme observado
durante o tratamento com PVS2 (Fig. 3.9), represente ndo um aumento no conteudo de
agua da célula, mas sim, a substituicdo desta pela solucéo de vitrificacao.

O método de dessecacdo escolhido é essencial para a determinacdo da
integridade dos componentes celulares e dos processos metabdlicos, definindo a
umidade minima que um tecido pode suportar (WALTERS et al., 2001). A substituicdo
dos liquidos celulares pelo DMSO, proposta acima, preservaria a forma das estruturas
celulares, evitando a sua deformacéo e auxiliando na conservacdo de suas estruturas
durante a recuperacao do material criopreservado (VOLK; WALTERS, 2006).

A hipotese de que a desidratacdo continue ocorrendo durante o tratamento com
PVS2 é corroborada pelos resultados dos valores de entalpia apresentados pelas
diferentes partes do embrido (Fig. 3.10). A variacao de entalpia (AH) é a quantidade de
energia demandada pela 4gua para derreter, no caso da agua livre, ou passar de um
estado vitreo para o liquido, no caso da 4gua ndo congelavel. Seus valores podem ser
obtidos a partir da andlise de termogramas dos embrifes de A. agustifolia. Dessa forma,
como os valores de AH decrescem ao longo do tratamento com a solugdo de
vitrificag&o, obrigatoriamente, o contetdo de 4gua também deve ter decrescido ao logo

deste tratamento.
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Figura 3.10. Variagdo de entalpia (AH) (Jg™.ms) para as diferentes partes do embriio de A.
angustifolia, durante exposicdo a PVS2, apés pré-tratamento de desidratacdo em meio de
cultura WPM contendo 2 M de sacarose por 16 horas.

Ap0s o pré-tratamento em meio contendo 2M sacarose e tratamento com PVS2,
o conteldo de agua dos embriBes de A. angustifolia alcancou, ap6s 150 minutos em
meio de recuperacao, niveis préximos daqueles observados para os embrides frescos,
ou seja, ndo submetidos a qualquer tipo de tratamento (Fig. 3.11). Apds esse periodo,
0os embribes sobreviveram e desenvolveram a coloracdo verde, apds sete dias em

recuperacao (Fig. 3.12), demonstrando que o tratamento néo foi toéxico para o material.
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Figura 3.11. Conteldo de agua durante a recuperacdo em meio WPM contendo 1,2 M de
sacarose apos pré-tratamento em meio de cultura WPM contendo sacarose 2 M por 16 horas,
seguido de tratamento e exposicdo a PVS2 por 2 horas, em diferentes partes do embrido
zig6tico maturo de A. angustifolia.

Figura 3.12. Embrido zigdtico de A. angustifolia sete dias apds tratamento de desidratagdo pré-tratado
em meio liquido com 2 M de sacarose, seguido de PVS2 e recuperacdo em meio liquido com 1,2 M de
sacarose

3.3.2 Andlise das propriedades térmicas da agua em DSC

Além da analise do conteudo total de agua nos tecidos, uma avaliacado do estado

de agua presente nos tecidos foi realizada, nos diferentes tratamentos em que o0s
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embribes de A. angustifolia foram submetidos. A analise térmica de material vegetal
usando DSC demonstra uma forte relagdo entre a presenca de 4gua congelavel ou a
temperatura de fusdo do material com os danos em temperaturas abaixo de zero.
Conteudo de agua abaixo de 0,25 g/g massa seca geralmente se refere a agua nao
congelavel, indicando que a restricdo de motilidade das suas moléculas é suficiente
para que a reorganizagao e recristalizagdo da mesma ao longo do tempo (revisado por
VOLK; WALTERS, 2006).A agua livre ou pura corresponde aos picos agudos que
podem ser observados em torno de 0 °C, que sao atribuidos ao descongelamento de
gelo, e a &gua ligada, corresponde aos picos largos presentes abaixo dessa
temperatura (BALLESTEROS; WALTERS, 2007). Atribuidos a formacado de gelo, picos
agudos, devem, portanto, estar ausentes nos termogramas do material que se deseja
criopreservar, visto que a formacéo de cristais de gelo pode provocar rompimento de
membranas e morte dos tecidos da semente (BERJAK; PAMMENTER; VERTUCCI,
1992).

O grafico de termograma de aquecimento, dos embrides recém coletados das
sementes, ndo submetidos a nenhum tratamento de desidratacdo, permite a
observacdo de altas variagbes de energia interna (AH) nas temperaturas em torno de
zero grau, representada por picos largos e agudos em todas as partes do embrido de A.
angustifolia observados (Fig. 3.13.), representando o descongelamento de agua livre e

em solucéo dentro dos tecidos.
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Figura 3.13. Termograma do aquecimento em DSC para as diferentes partes do embrido de A.
angustifolia recém retirado da semente, ndo submetido aos tratamentos de desidratagéo,
evidenciando as mudancas de estado da agua.

A desidratacdo ultra-rapida do embrido, permitiu uma redugdo de AH. Entretanto,
apos 60 minutos de desidratacdo, periodo maximo suportado sem perda de viabilidade, o
embrido ainda apresenta picos de agua livre em seus termogramas nas partes 3, 4 e 5
(Fig. 3.14.). A desidratacdo, nesse caso, ndo foi homogénea e a presenca de agua
congelavel inviabilizaria as tentativas de criopreservacdo dos embrifes, devido ao alto

risco de formacéo de cristais de gelo.
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Figura 3.14. Termograma do aquecimento em DSC para as diferentes partes do embrido de A.
angustifolia, apds 60 minutos de desidratacdo ultra-rapida, evidenciando as mudangas de estado
da agua.

Por outro lado, os pré-tratamentos de desidratacdo em meio liqguido com 2 M de
sacarose, seguido de tratamento com PVS2 permitiram resultados mais homogéneos
entre as diferentes partes do embrido, além de baixo AH e nenhum pico de agua livre

(Fig. 3.15.).
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Figura 3.15 Termograma do aquecimento em DSC para as diferentes por¢ées do embrido
zig6tico maturo de A. angustifolia submetido a pré-tratamento de 2 M de sacarose por 16 horas,
seguido do PVS2 por 1 hora, evidenciando mudancas no estado da agua.

Resultados semelhantes em relagcdo ao AH, evidenciado graficamente nos
termogramas de DSC, foram observados para &pices caulinares de alho e menta
(Allium sativum e Mentha sp., respectivamente) (VOLK; WALTERS, 2006). Nestes
sistemas, foi observada uma reducdo progressiva de AH, conforme o tempo de
exposicao crescente ao PVS2. Adicionalmente, ocorreram eventos de recristalizacao,
em 4apices expostos por 5 ou 15 minutos em PVS2, que ndo puderam ser mais
observados a partir de 30 minutos de exposi¢cdo na solucéo crioprotetora, para ambos
0s apices estudados. Foi sugerido que, os crioprotetores teriam o efeito de desidratar
as células, diminuindo a probabilidade de permanecer agua congelavel nas mesmas.
Andlises térmicas em DSC revelaram que o tratamento com DMSO em 4pices de batata

(Solanum tuberosum), apesar de permitir que certa quantidade de &gua fosse
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cristalizada durante o reaquecimento, a transicdo para o estado vitreo pode ser
observada, e o material pode ser recuperados com viabilidade. Provavelmente, se
cristais de gelo foram formados, estes ocorreram no espaco extracelular ou se dentro
do citoplasma, devem ter sido formados em tamanhos bastante reduzidos, de forma a
permitir a sobrevivéncia e recuperacdo dos tecidos, em caso de danos
(KACZMARCZYK, 2008).

Diferentemente do observado para o tratamento de desidratacdo ultra-rapida, a
exposicdo a PVS2 por até 2 horas ndo se mostrou letal para os embrides de A.
angustifolia. Além disso, apds recuperacdo em meio contendo 1,2 M de sacarose,
puderam ser reidratados a ponto de ja apresentam picos de &gua livre nos
termogramas (Fig. 3.16.). A resisténcia dos embrides a elevado periodo de tempo nesta
solucdo, comparado com outros sistemas vegetais, pode estar associado a uma
velocidade mais lenta de penetracéo dos crioprotetores. Apices caulinares de P. kesiya
puderam ser criopreservados com sucesso pela técnica de vitrificacdo. Entretanto,
exposicao a solucdo de vitrificacdo por mais de 10 minutos se mostraram toxicos para
este sistema (KALITA et al., 2012).
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Figura 3.16. Termograma do aquecimento em DSC para as diferentes partes do embrido
zigético maturo de A. angustifolia zigético maturo de A. angustifolia submetido a pré-tratamento
de 2 M de sacarose por 24 h, seguido do PVS2 por 2 h e recuperagdo em meio liquido contendo
1,2 M de sacarose, evidenciando mudangas no estado da agua.

3.3.3 Efeito da glutationa na desidratacao ultrarrapida

A glutationa consiste em um dos principais antioxidantes intracelulares, com papel
essencial para a resisténcia a dessecagdo e como sinalizador do inicio da morte celular
programada. A falha do sistema antioxidante durante a dessecacdo por periodos
prolongados parece atuar com gatilho para a morte celular programada, causando
envelhecimento e eventual morte do organismo (KRANNER; BIRTIC, 2005).
Frequentemente, a glutationa é utilizada nos pré-tratamentos e durante a criopreservacéo
em sistemas vegetais e animais (ANSARI; RAKHA, 2010; WANG; DENG, 2004).
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O aspecto morfolégico dos embrides de A. angustifolia, embebidos em diferentes
solugdes de glutationa, seguido de desidratacdo ultrarrpida, estd apresentado na Fig.
3.17.

N&o Desidratadas Desidratadas por 100 minutos
controle 0,1 mM 0,5 mM 1mM 0,1 mM 0,5 mM 1mM

Figura 3.17. Aspecto morfolégico dos embrides de A. angustifolia embebidos em solucdo de
glutationa (controle; 0,1; 0,5 e 1 mM) por 4 h, ndo desidratadas e desidratadas por 100 min em
dessecacao ultra-rapida.

Como pode ser observado, a glutationa ndo foi tdxica, mesmo em altas
concentragdes (1 mM), pois os embrides embebidos na solugdo continuaram vivos e se
desenvolveram, adquirindo a coloragdo verde, caracteristica. Apesar disso, efeito
protetor ndo pode ser reportado, ja que os embribes previamente embebidos nas
solucdes e em seguida, dessecados por 100 minutos ndo apresentaram reducao na
mortalidade, em relacdo aos embrides dessecados pelo mesmo tempo ndo expostos
ao antioxidante.

A partir dos resultados obtidos, concluiu-se que a desidratacdo quimica com
crioprotetores, em relacdo a desidratacdo ultra-rapida, permitiu uma reducdo no
contetdo de agua mais intensa nos tecidos dos embrides de A. angustifolia. Além de
permitir uma dessecacdo mais homogénea entre as diferentes partes estudadas do
embrido, o uso de crioprotetores permitiu maior redugdo nos pico de energia que
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representam a agua congelavel nos tecidos, sem, no entanto, afetar a viabilidade dos
embrides.

O tratamento com os crioprotetores, seguido de exposicdo ao nitrogénio liquido,
nao foi capaz de impedir a morte dos embrides apds o reaquecimento e a reidratacao.
Tal fato evidencia que a sensitividade a dessecacdo na espécie estudada ndo se
restringe apenas a perda de 4gua, mas também a fatores fisiolégicos ainda néo reduzir
os danos fisiologicos a partir do efeito dos antioxidantes néo revelou efeito protetor ao
congelamento/descongelamento nos embrides para A. angustifolia. Estudos de
calorimetra durante a criopreservacdo de embrides somaticos de P. sitchensis
demonstraram que a dificuldade em manter a viabilidade do material, ndo poderia ser
atribuida a fatores biofisicos (GALE; BENSON; HARDING, 2013), de forma semelhante
ao que foi observado no presente trabalho para os embrides zigbticos de A.
angustifolia. De acordo com os autores deste estudo, testes empiricos de protocolos e
investigacbes basicas sdo as abordagens normalmente aplicadas para estudar
recalcitrancia durante o armazenamento de germoplasma vegetal. No entanto, eles
podem ficar aquém das solu¢des possiveis, mesmo ap0s a experimentacao exaustiva,
sendo a geragéo de dados negativos de sobrevivéncia uma dificuldade para se planejar
futuras investigagoes.

Apesar da ndo obtencdo de um método eficaz para a criopreservacdo dos
embrides zigodticos para a espécie em questdo, o grande tamanho do embrido permitiu
observacbes inéditas de como o0s crioprotetores atuam nas diferentes partes do
embrido. Dessa forma, a caracterizagdo do comportamento da agua e as AH durante
diferentes tratamentos de desidratacdo dos embrides de A. angustifolia, permitiu a
obtencéo de informacfes relevantes, ndo apenas para estratégias de criopreservacao
do sistema, mas como fonte de subsidio para o estudo da criopreservagdo de sistemas

sensiveis a dessecacao.



CAPITULO 4 - ASPECTOS HISTOLOGICOS DURANTE O PROCEDIMENTO DE
CRIOPRESERVACAO NOS EMBRIOES ZIGOTICOS DE A. angustifolia®

% O trabalho apresentado no presente capitulo foi desenvolvido no Laboratério de Anatomia Vegetal do
Depto. De Boténica, Instituto de Biociéncias, USP, sob a orientacéo do Prof. Dr. Diego Demarco
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Resumo: O sucesso da criopreservacao depende da prevencdo de uma série de danos
estruturais/mecanicos e fisiolégicos ocorridos durante os diferentes passos do
processo. O objetivo deste trabalho foi observacdo das alteracoes cito-histologicas
ocorridas durante o procedimento de vitrificacdo de embrides zigoticos de A.
angustifolia. Embrides maturos foram resfriados em nitrogénio liquido com e sem pré-
tratamento de 2 M de sacarose por 8 h, seguido ou néo de tratamento de PVS2 por 2 h,
e comparados a embrides néo resfriados. Apenas os embrides que ndo entraram em
contato com o nitrogénio liquido continuaram vivos. Para a andlise do embrido inteiro,
ao longo de cada etapa de criopreservacgéo, os embrides foram fixados em FAA e FNT,
desidratados em série etilica, incluidos em resina, seccionados e corados com azul de
toluidina 0,05% ou reagente de Lugol. Para a analise da organizacdo e aspecto das
estruturas celulares, os embrides foram fixados em glutaraldeido, pos-fixados em
tetroxido de 6smio, seccionados em cinco partes, desidratados em série cetdnica e
incluidos em resina Spurr. Seccdes semifinas foram coradas com azul de toluidina e as
observacoes, registradas em microscopio de luz. A presenca de grdos de amido é
marcante em todos os tecidos do embrido, sobretudo no hipocétilo e cotilédones e, de
forma inesperada, no meristema apical caulinar e na protoderme. Os embrides expostos
as diferentes etapas do procedimento de criopreservagédo ou diretamente mergulhados
em nitrogénio liquido, sem crioprotetores, apresentaram um maior nimero de células
mortas, quando comparados ao controle, ndo resfriado. Além disso, os nucleos
possuiam muitas regides de heterocromatina. Espacamento entre as células nos
tecidos embrionarios ocorreram nos diferentes tratamentos, sendo mais evidentes
naqueles submetidos a todas as etapas de criopreservacdo. Variagcdes nas respostas
foram observadas ao longo dos segmentos estudados. Verificou-se a existéncia de
gradiente morfoldgico e fisiolégico ao longo do eixo embrionario e cotilédones de A.

angustifolia, fato que dificulta a otimimizacdo de um Unico protocolo de criopreservacao.

80
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4.1 Introducéo

Sementes sdo a principal forma de propagacdo em plantas e, portanto, o
método mais comum de conservagdo ex situ (SANTOS, 2001). O estoque de
germoplasma vegetal ex situ € importante tanto para a manutencdo da diversidade
genética de espécies de uso humano quanto para a conservacdo de espécies
ameacadas na natureza. Para tanto, tais bancos se aproveitam do mecanismo de
dessecacao natural de tais propagulos (PENCE, 1995) que, se resistem a uma perda
de umidade até cerca de 5% do teor de umidade inicial, podem ser armazenadas a
aproximadamente -18 °C e ser conservadas por muitas décadas (ROBERTS, 1973).

Entretanto, esse tipo de conservacdo ndo se aplica as sementes recalcitrantes,
gue se mantém metabolicamente ativas apos a dispersdo (FINCH-SAVAGE, 1996),
sensiveis a desidratacdo, ndo apenas durante o desenvolvimento, mas também apds a
dispersdo (BERJAK; PAMMENTER, 2008). Nesse sentido, a criopreservagao oferece
a Unica opcdo para a conservacdo em longo prazo das sementes intermediarias e
recalcitrantes (BERJAK; PAMMENTER, 2008; HAGGMAN; RUSANEN; JOKIPII, 2008;
SANTOS, 2000).

Dentre as técnicas de criopreservacao, destaca-se a vitrificacao, procedimento
baseado no uso de uma mistura contendo alta quantidade de crioprotetores, em
propor¢cdes que permitem uma baixa toxicidade em plantas. Em contato com o material
vegetal, permite ultrarresfriamento do sistema em temperatura abaixo de -100 °C,
atingindo a vitrificacdo a -115 °C (SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA, 1990; SAKAI, 2000).
Apesar de seus primeiros registros remontarem o final da década de 80 do final, por
URAGAMI et al. (1989) e LANGIS et al. (1989), ainda é necessério grande esforgo de
investigacdo da tecnologia da criopreservagao para que esta possa oferecer solugbes
gerais para os problemas de conservacdo dos recursos genéticos de espécies que
apresentam sementes recalcitrantes (BERJAK; PAMMENTER, 2000) em decorréncia
do seu limitado conhecimento (HELLIOT et al., 2003).

Dentre os problemas causados durante a criopreservacao, destacam-se 0s
danos estruturais/mecanicos, fisioldgicos e bioquimicos ocorridos durante os diferentes
passos do processo. As retracdes das membranas e a alteracdo do potencial hidrico

causados pela desidratacao variam de acordo com a velocidade de congelamento, a
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qual esta diretamente relacionada a formacéo de cristais de gelo. Estes cristais séo
responsaveis pelo rompimento e perda da permeabilidade seletiva de membranas,
além das alteragdes metabdlicas, causadas pelo “efeito osmoético” (MAZUR, 1977).
Dentre os danos celulares, destacam-se a degeneracao vacuolar (KITO K, KAGAMI H,
KOBAYASHI C, UEDA M, 2005), alteracdo da parede celular, reducdo do tamanho e
namero dos gréos de amido nos plastideos, condensagédo da cromatina com nucléolo
altamente compactado (ROWNTREE et al., 2007). Avaliacdes cito-histolégicas séao,
portanto, interessantes para o estudo do comportamento recalcitrante das sementes, e
de suas respostas, sob uma variedade de condicbes de criopresevacao
(PAMMENTER; BERJAK, 1999).

Como detalhado no CAPITULO 3, um tratamento com PVS2 (Plant
vitrification solution) foi realizado em embrides zigéticos maturos de A. angustifolia
como parte de um estudo de tolerancia a dessecacdo dos mesmos. Dentre 0s
procedimentos testados, a vitrificacdo foi o Unico método capaz de manter os
embribes viaveis, ou seja, capazes de tornarem-se verdes e/ou desenvolver o
meristema apical, apos a desidratacdo. Entretanto, os materiais ndo foram capazes
de resistir ao abaixamento de temperatura, perdendo a viabilidade apds a exposi¢cao
ao nitrogénio liquido. Resumidamente, de acordo com os resultados do capitulo

citado, verificou-se que:

a) somente o protocolo que utiliza crioprotetores nas etapas anteriores ao
congelamento permite uma desidratacao toleravel para os embrides, apesar
dos mesmos perderem a viabilidade quando expostos ao nitrogénio liquido
(NL);

b) os embribes recém retirados das sementes apresentam niveis de umidade
iniciais mais altos nas partes 1 e 2. Tais segmentos apresentam uma
desidratacdo mais rapida do que as demais partes do embrido, quando em
contato com meio de cultura WPM contendo 2M de sacarose. A partir de 16
horas de exposicdo, um nivel de umidade homogéneo entre as diferentes

partes estudadas é atingido. ApOs exposicdo ao PVS2 por 2 horas, nova

desidratacéo foi observada, com um ganho de volume nos tecidos das partes
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1 e 2, provavelmente pela maior penetragdo de componentes crioprotetores
nessas partes, comparando as demais estudadas.

Nesse sentido, o objetivo deste capitulo foi investigar as possiveis alteracdes
celulares ocorridas durante o procedimento de vitrificagdo em A. angustifolia. Os
resultados deste trabalho adicionam informacdes importantes para o estabelecimento
de um protocolo de criopreservacao, para o entendimento de como a recalcitrancia dos
embridbes afetam as tentativas da reducdo de metabolismo dos mesmos. Estes
resultados visam a obtencdo de metodologias alternativas que permitam a
conservacdo de diferentes sistemas vegetais, mais especificamente espécies

recalcitrantes, por um longo periodo de tempo.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Material vegetal

Foram avaliados embrides de A. angustifolia maturos frescos (controle) e
submetidos as diferentes etapas de vitrificacdo como técnica de vitrificacéo, descrita
em detalhe no item 3.2.1.2. do CAPITULO 3 e resumidos abaixo (Fig. 4.1.):

A: 16 horas em meio WPM acrescido de 2M de sacarose;

B: 16 horas em meio acrescido de 2M de sacarose seguido de 2 horas em PVS2;

C: direta imersédo em NL;

D: 16 horas em meio acrescido de 2 M de sacarose seguido de 2 horas em PVS2,

mergulho em NL e recuperacdo em meio de cultura WPM contendo 1,2 M de sacarose.
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Embrites frescos

v

A Pré-tratamento
Sacarose (16h)

Tratamento
B

Imersdo em NL C
PVS2 (2h)

ImersdoemNLe
recuperagiao

Fig. 4.1. Amostras de A. angustifolia apdés as etapas do procedimento de vitrificacao,
utiizadas para as avaliacdes histoldégicas. PVS2: Plant Vitrification Solution 2, NL:
Nitrogénio Liquido.

4.2.2 Metodologias

4221 Avaliacdo histolégica

42211 Anélise do embrido inteiro

Embrides de A. angustifolia maturos e submetidos aos diferentes tratamentos
(conforme item anterior) foram fixados em FAA (formalina, acido acético e alcool
etilico 50%) por 24 horas (JOHANSEN, 1940) e FNT (formalina neutra tamponada)
em tampéo fosfato de sédio 0,1 M pH 7,0 (LILLIE, 1965) por 48 horas e estocados
em alcool etilico 70%. A seguir, o material foi , desidratado em série etilica, incluidos
em resina plastica (Historesin Leica; (GERRITS, 1991)), seccionados com 20 um de
espessura e corados com azul de toluidina 0,05% (O’'BRIEN; FEDER; MCCULLY,
1964) em tampéo acetato (pH 4,7). Esses materiais também foram utilizados para a
deteccdo de amido através de coloracdo com o reagente de Lugol (JOHANSEN,
1940). As fotomicrografias foram obtidas em microscépio Leica DMLB com camera

digital acoplada.
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42.2.1.2 Andlise da organizacdo e aspecto das estruturas celulares

Embrides foram fixados em glutaraldeido 2,5% em tampéao fosfato de sodio
0,1 M pH 7,2, pos-fixados em tetréxido de 6smio 1% em tampao fosfato de sodio 0,1
M pH 7,2 (COETZEE; VAN DER MERWE, 1985). A seguir, foram seccionados em
cinco partes, desidratados em série cetbnica de concentracbes crescentes e
incluidos em resina de baixa viscosidade do tipo Spurr (SPURR, 1969). Seccbes
semifinas com 0,5 um de espessura foram obtidas em ultramicrétomo utilizando-se
navalha de vidro. Essas seccoes foram coradas com azul de toluidina 0,05% e as
observacdes e registros de imagens foram realizados em microscopio de luz.

As imagens de microscopia de luz, ao longo das etapas do protocolo de
vitrificacdo, foram entdo comparadas com as imagens dos embrides frescos, recém-

retirados das sementes (controle).

4.3 Resultados e discussao

As imagens obtidas através da microscopia de luz do embrido maturo inteiro
de A. angustifolia, permitiram a visualizacdo dos meristemas vegetais, ao longo das
diferentes partes estudadas (1 a 5). A partir da fig. 2, pode-se destacar, em a, sob
coloracdo com azul de toluidina, as principais estruturas anatdomicas do embrido
como coifa, apice radicular, porcéo distal do hipocotilo, porcédo proximal do hipocotilo
e plumula e cotilédones. Em b, a coloracdo com o reagente de Lugol permitiu a
observacédo da distribuicdo dos graos de amido, contidos nos amiloplastos, ao longo
do eixo embrionario, bem como nos cotilédones. Destaca-se a presenca do amido
em menor quantidade na PM e coifa em na parte 1, em ¢ e no procambio em d,
grande quantidade na protoderme em e e na plumula em f. A partir da distribuicdo
dos amiloplastos descrita, percebe-se uma gradacdo na quantidade de amido ao
longo do comprimento do embrido, apresentando maior concentracao nas regides 3

e 5 (hipocatilo e cotilédones).
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Figura 4.2. Microscopia de luz do embri&do maturo de A. angustifolia inteiro, seccionados
longitudinalmente, com os cotilédones e coifa parcialmente removidos, (a e b) e o
detalhamento das diferentes partes estudadas (1, 2, 3, 4 e 5). Em a, o material foi corado
com azul de toluidina 0,05% e nas demais imagens, reagente de Lugol. Em destaque, a
presenca de gréos de amido na parte 1 em c, na parte 2 em d, na parte 3 em e e na parte 5
em f. CT: cotilédones, P: plumula, MF: meristema fundamental, CR: canal resinifero, PD:
protoderme, PC: procambio, PM: promeristema, CL: columela, CO: coifa.

O aspecto das estruturas celulares nos diferentes tratamentos esté ilustrado
na figura 4.3 (controle) e na figura 4.4 (tratamentos). No material controle, puderam
ser observadas diferencas no padrédo celular observado ao longo do embrido. A
partel do embrido apresentou células mais arredondadas e afastadas entre si (Fig.
4.3.a e b), além de um maior numero de células mortas do que nas partes de 2 a 5
(Fig. 4.3.c, d, e, e f). Estas, por outro lado, possuiam células de formato mais
justaposto, sem a presenca de espacos entre si. As células mortas ou em
degeneracdo foram reconhecidas pelo alto contelddo de compostos fendlicos,
identificados pela coloracdo escurecida e levemente esverdeada no protoplasto,
como pode ser observado, por exemplo, na Fig. 4.3b. Tais células foram mais
frequentemente identificadas nas por¢cdes mais periféricas da coifa, onde ocorre
descamacdo celular. Ao longo de todo o embrido, os nucleos celulares,
apresentavam nucléolo proeminente e auséncia de heterocromatina visivel (Fig.

4.3c).
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Figura 4.3. Microscopia de luz das diferentes partes (1 a 5) de embrides de A. angustifolia
frescos (controle) em cortes semi-finos longitudinais. a) espacamento das células da coifa na
parte 1; b) Vacuolos de tamanho reduzido, presenca de compostos fendlicos nas células e
nucléolo evidente na parte 1; c) vacuolos de tamanho elevado e nucléolos evidentes na parte
3; d) Graos de amido de grande tamanho na parte 3; e) nacleo com nucléolo evidente e
espacgos intercelulares estreitos na parte 4; f) vacuolo de elevado tamanho na parte 5. V:
vacuolo, NE: nucéolo, CM: célula morta ou em degeneracdo, E: espaco intercelular, F:
compostos fendlicos, A: grdos de amido nos amiloplastos.

Os embribes expostos as diferentes etapas do procedimento de
criopreservacdo (A, B, D), ou diretamente mergulhados em nitrogénio liquido (C),
apresentavam um grande numero de células mortas (CM) nas partes 2-5 (Fig. 4.4b,
d, e, f, g, ] e l). Ressalta-se que estas células foram identificadas em pequena
guantidade no material controle (Fig. 4.3). Nas células citadas, os compostos
fendlicos, quando ndo preenchiam todo o lume celular, encontravam-se dispersos
entre os grédos de amido que, frequentemente, apresentavam-se em tamanho
reduzido (Fig. 4.4a, f, g e k). Além disso, 0s nlcleos possuem muitas regides de
heterocromatina (Fig. 4.4a, h e j). Espagcamento entre as células foram observados
nos diferentes tratamentos em todo o embrido. (Fig. 4.4b, c, d, e, h e j), sendo que
0os embrides submetidos a todos os procedimento de criopreservacao (D),
apresentaram o0s espacamentos mais frequentes e visivelmente mais largos (Fig.
4.4j e l). Ressalta-se que, neste tratamento, embribes viaveis ndo puderam ser

obtidos.
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Fig 4.4 Microscopia de luz das diferentes partes dos embrides de A. angustifolia em cortes
semi-finos apds as diferentes etapas dos tratamento de criopreservacdo. Grdos de amido
(A) de tamanho reduzido, espacamentos entre as células (E) apés o pré-tratamento com
sacarose em a) parte 3, b) e c) partes 4; ap0s tratamento com PVS2 em d) parte 3, e) e f)
parte 5; ap6s direta imersdo em g) parte 3, h) parte 1 e i) partes 4; e apos pré-tratemento e
tratamento com crioprotetores, imersdo em NL e recuperagcdo em j) parte 1, k) e l) parte 3.

Os espacamentos observados entre as células podem ser causados pela
perda de adesado entre as mesmas tanto pela perda dos componentes da mesma ao
longo do processo de criopreservacdo ou pela retragdo que ocorre com a morte
celular. A adesédo entre as células vegetais esta diretamente associada a presenca

de pectina, substancia que compde a lamela média e que também é abundante nas
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paredes celulares (MICHELI, 2001), além das conexdes citoplasméticas, que podem
ser perdidas pela retracdo do protoplasto, em relacdo a parede celular (plasmalise)
(HELLIOT et al.,, 2003). A morte celular programada (MCP), por sua vez, em
plantas, € considerada um importante processo do desenvolvimento (KURIYAMA;
FUKUDA, 2002), além de um mecanismo de defesa contra patdgenos (LAM, 2004).
Em nivel molecular, é caracterizada pela ativacdo de enzimas proteoliticas e
fragmentacdo de DNA nuclear (DOMINGUEZ; MORENQO; CEJUDO, 2012). Nas
raizes, a MCP é regulada por etileno e ocorre naturalmente na coifa, provendo
protecdo e oxigénio para o tecido em crescimento (DOMINGUEZ; MORENO;
CEJUDO, 2012). Em milho (Zea mays), a formacao de aerénquima esté relacionada
com a MCP, regulada pelo etileno e desencadeada pela atuacdo de fendis que,
estocados em vacuolos, durante o processo de diferenciacdo, sao
descompartimentalizado e oxidado causando a morte das células e promovendo a
lignificacdo e suberizacdo das mesmas. Quando ha infeccdo ou lesfes, tais
compostos fazem com que o tecido vegetal seja vedado. Em caso de estresse
prolongado, sdo capazes de promover uma cascata metabdlica nas células
periféricas, mediada pelo acimulo de acido indolacético e etileno, produzindo defesa
peridermal em profundidade (DREW; HE; MORGAN, 2000). Portanto, a presenca de
grande gquantidade de compostos fendlicos para os embrides de A. angustifolia
poderia estar relacionado com a degeneracdo das células observada no presente
trabalho.

Dessa forma, a presenca de células mortas ou em degeneracado no embrido,
com excecdo da coifa, além da perda de conexdo entre os estratos celulares,
observados no presente trabalho, sobretudo durante o tratamento apds a
recuperacdo do material (D), poderia estar associada as injurias provocadas pelos
diferentes tratamentos utilizados para a criopreservacdo. Esta situacdo é
frequentemente observada em sistemas onde a criopreservacao ja é realizada com
sucesso. Assim, estudos da ultraestrutura, em células meristematicas de banana,
evidenciaram a desintegracdo dos componentes celulares e o derrame de
compostos fenolicos, que foram associados a danos celulares durante o
procedimento de criopreservacao (HELLIOT et al., 2003). Em células apice apical de

batata (S. tuberosum) criopreservadas, observou-se que exposicdo prolongada ao
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PVS2 provocou a reducdo do tamanho de vesiculas celulares, que se tornaram mais
numerosas. Além disso, as mitocondrias e cloroplastos se multiplicaram e os
vacuolos tomaram um formato irregular. Dois dias ap0s a recuperacdao dos apices,
sinais de danos celulares como ruptura da membrana plasmatica, plasmolise,
destruicdo das organelas celulares e forte heterocromatizacdo do nucleo puderam
ser registrados (KACZMARCZYK, 2008). Ressalta-se que, em A. angustifolia, os
embrides mantiveram—se viaveis nos tratamentos em que ndo envolviam a imersao
em nitrogénio liquido. Ou seja, as etapas de pré-tratamento em solucdo de
sacarose, bem como exposi¢cado ao PVS2, apesar de estressantes, de acordo com 0s
danos observados, ndo foram suficientes para comprometer a viabilidade dos
embrides. Por outro lado, também nédo foram capazes de proteger as células contra
as injurias causadas pela imersdo em nitrogénio liquido, fato envidenciado quando
comparadas com a direta imersao em nitrogénio liquido.

Durante a criopreservacao, injarias por congelamento podem ocorrer durante
o resfriamento ou durante o reaquecimento, na etapa de recuperacdo, pela
reorganizacdo das moléculas da agua (MAZUR; KOSHIMOTO, 2002).
Anormalidades ou injarias podem ocorrer de forma diferenciada de acordo com o
tipo de células pertencentes a um mesmo sistema submetido aos procedimentos de
criopreservacdo. Quanto mais vacuolizada é uma célula vegetal, maior é a
guantidade de agua que deve ser retirada da mesma, evitando-se assim, a formacao
letal de cristais de gelo. Nesse sentido, 0 sucesso da criopreservagcao estaria mais
diretamente relacionado a inducéo de tolerancia a desidratacdo do que a tolerancia
ao resfriamento em si (HELLIOT et al., 2003). De acordo com 0s autores, uma maior
destruicdo de células altamente vacuoladas, comparadas a aquelas menos
vacuoladas, foram registradas durante a criopreservacdo em Musa spp, de forma
gue apenas um numero limitado de estratos celulares, localizados nos primérdios
foliares, permaneceram vivos apos a criopreservagao.

A desidratacdo, por outro lado, também pode ser danosa dependendo da
intensidade de plasmdlise induzida. A plasmdélise severa pode provocar a total perda
da conexdao entre células vizinhas, que ocorre através dos plasmodesmos (HELLIOT
et al., 2003). Dentre os procedimentos utilizados para a desidratacdo prévia ao

resfriamento, destaca-se a vitrificagdo, no qual células entram em contato com
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solugbes que combinem altas concentracdes de crioprotetores penetrantes
(dimetilsulfoxido e glicerol) e ndo penetrantes, que por sua vez, sdo osmoticamente
ativos (etilenoglicol e sacarose). Assim, a exposicdo a esta solucdo tem dupla
funcdo. Ou seja, permite a saida de agua das células, preenchendo com solucdes
ndo congelantes, de forma que, ao serem imersas em nitrogénio liquido, as células
alcancem um estado vitreo, sem que, no entanto, ocorra a formagéo de cristais de
gelo (SAKAI, 2000). Portanto, apesar de se mostrar necessaria para o0
congelamento, o procedimento de desidratacdo pelo PVS2 (C) pode ter influenciado
no aumento dos espacamentos observados apds os tratamentos nos embrifes de A.
angustifolia. Além disso, durante a recuperacédo (D), que envolve a manutencédo do
material sob rotacdo em meio de cultura, pode ter sido enfraquecido ainda mais as
ligacbes intercelulares nos embrides. E possivel também, que por esta razdo, o
tratamento de direta imersdo no nitrogénio liquido causou menos espacamentos
entre as células do que aqueles em que os embrides entraram em contato com
sacarose, PVS2, NL e recuperacao (D).

Como coadjuvante do processo acima descrito, existem os pré-tratamentos
com solugbes contendo acucares. Neste procedimento, a concentracdo de
crioprotetores é menor, e as células permanecem em contato com a mesma por um
periodo de tempo mais longo do que a solugdo vitrificante, simulando uma
aclimatacdo a criopreservacao. Neste caso, a saida de agua das células seria mais
lenta e, portanto, com menor estresse osmoético. Além disso, 0s agUcares presentes
na solucdo auxiliariam na estabilizacdo da bicamada lipidica da membrana celular,
bem como de suas proteinas, sob temperaturas criogénicas (HELLIOT et al., 2003).
Tal estabilidade estaria relacionada com a habilidade dos mesmos em formar pontes
de hidrogénio com as cabecas polares da membrana fosfolipidica ainda em estado
hidratado (CROWE et al., 1987).

Todos os tecidos do embrido de A. angustifolia avaliados apresentavam graos
de amido preenchendo quase que totalmente o interior do protoplasto, sendo
visualmente mais abundantes no hipocétilo e nos cotilédones (Fig. 4.3), tecidos
relacionados ao armazenamento de susbtancias.

Uma grande quantidade de amiloplastos em todos os tecidos embriogénicos

de A. angustifolia, sobretudo nas regibes meristematicas, incluindo o meristema
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apical caulinar e a protoderme, € incomum quando comparamos com outros
sistemas vegetais, inclusive as coniferas. Embries de Pinus pinaster apresentam
baixas concentracbes de amido, mesmo nos estadios mais tardios do
desenvolvimento, com maior concentracdo de grdos de amido na coifa e na
columela, e a presenca de alguns gréos de amido nos cotilédones e regiao lateral do
hipocétilo (TERESO et al., 2007). Localizacdo semelhante de amiloplastos foi
observada ao longo do embrido de Picea glauca (JOY et al., 1991). Araucaria
araucana, por outro lado, apresenta 31% da massa seca do embrido em amido, no
interior dos amiloplastos (WAGHORN et al., 2003). Algumas espécies de
angiospermas, entretanto, como, Zea mays e Allium cepa apresentam graos de
amido em células meristematicas (revisado em ROGGE-RENNER et al., 2012). Além
de numerosos, os graos de amido em A. angustifolia sdo grandes, variando entre 10
e 25 pm de diametro, de acordo com estudo anterior (BELLO-PEREZ et al., 2006)

Os graos de amido sédo estruturas complexas. Seu tamanho e forma
dependem da espécie, linhagem, estadio de desenvolvimento, hidrolise e condicdes
ambientais (WAGHORN et al., 2003). Estudos desse componente de reserva sao
bastante antigos. Um dos primeiros relatos sobre a localizagdo da enzima
fosforilase, associando a distribuicdo da reserva amilacea na semente, foi realizada
em soja (Glycine max) por Yin e Sun (1949). De acordo com o0s autores, o amido
estaria relacionado aos tecidos de crescimento ativo como uma reserva alimentar
temporaria para células em desenvolvimento. Detectado durante o inicio do
processo germinativo, a sua sintese estaria mais ativa na coifa, dentre os tecidos da
radicula, e menos ativa nas folhas jovens. Nesse sentido, é provavel que a presenca
de amido em tecidos n&do usuais, como protoderme e meristemas apical e caulinar,
como verificado nos embrides de A. angustifolia, indicaria uma estratégia de
manutencdo das altas taxas metabdlicas, ainda ndo registrada em sementes
recalcitrantes. O acumulo intenso de reserva energética nestes tecidos garantiria a
manutencdo de altas taxas metabdlicas durante o desenvolvimento do embrido em
plantula. No entanto, tal acimulo pode estar sendo prejudicial as tentativas de
criopreserva-los.

A presenca dos graos de amido dificulta o processo de criopreservacao em

decorréncia da alta capacidade hidratante dos graos, retendo umidade dentro da
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matriz do agUcar. Apesar de seus granulos serem insoluveis em agua fria, podem
reversivelmente, absorver agua, devido a presenca de grupos hidroxila. No entanto,
quando a temperatura €é elevada, as moléculas de amido vibram mais
vigorosamente, quebrando as ligacdes intermoleculares e permitindo absorver maior
quantidade de moléculas de agua. Suas propriedades fisicas vdo depender da
composicdo quimica, como proporcao de amilose em relagdo a amilopectina em sua
estrutura (revisado por HENRIQUEZ et al., 2008). Sementes de A. angustifolia
contém amido com alta capacidade de absorver agua fria, comparado com amido
proveniente de outras plantas como o da mandioca (Manihot esculenta) (WOSIACKI,
CEREDA, 1985). Dessa forma, o amido presente nas células de A. angustifolia
poderia dificultar a perda de agua durante as etapas de desidratacdo prévias ao
congelamento, neste caso, a vitrificagcdo, aumentando o estresse fisiologico sofrido
pelas células deste sistema durante o procedimento de criopreservacao.

A observacédo de maior contetdo de dgua na coifa, seguida pela radicula, nos
embrides frescos, acompanhada por maior velocidade de perda de agua e maior
absorcdo de crioprotetores, observada nos resultados do CAPITULO 3 deve estar
relacionada com a quantidade de amido presentes nestas regifes. Assim, células
com menor quantidade de amido, apresentariam uma menor resisténcia a perda de
agua, a0 mesmo tempo em que permitiiam uma maior entrada de crioprotetores
(provavelmente DMSO e (glicerol), quando comparadas as demais regifes
estudadas. A substituicdo da agua pelo preenchimento das células poderia reduzir a
plasmdlise auxiliando a manutencdo da integridade fisica e metabdlica das
membranas. Tal hip6tese é apoiada pela avaliagdo das estruturas celulares, na qual
a (coifa) foi a menos injuriada pelo tratamento que se mostrou mais danoso (Fig.
4.4(1)). Ao mesmo tempo, a maior resisténcia ao contato de PVS2 pode estar
relacioanada a dificuldade de penetracdo do crioprotetor. A0 mesmo tempo, a
presenca da solucédo nos espacos intercelulares pode ter contribuido com a perda de
conexdao entre as células e assim, a morte das mesmas.

Com relagéo a reducdo do tamanho dos grdos de amido observada apos os
tratamentos, sugere-se que seja decorrente da digestdo dos mesmos, realizada de
forma néo programada, mas sim, pela sua degeneracao, apos os tratamentos. Em

Araucaria araucana, a digestdo dos grdos de amido ocorre através de enzimas
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especificas, de acordo com as necessidades energéticas dos embrifes e plantulas
em crescimento (WAGHORN et al., 2003). Por outro lado, a hidrélise do amido, in
vitro, pode ocorrer por uma variedade de enzimas, sem distincdo e € evidenciada
pela alteracdo morfologica causada pela degradacdo diferenciada do gréao
(CARDEMIL; VARNER, 1984). Nesse sentido, o rompimento das membranas
durante o tratamento de criopreservacdo de A. angustifolia no presente trabalho,
promoveria 0 contato dos grdos de amido, contidos nos amiloplastos, com o
conteudo celular, que contendo enzimas, promoveria a hidrélise do amido, reduzindo
o tamanho dos grdos. Além disso, o rompimento das membranas resulta em um
processo de morte celular que tem como subproduto, compostos fendlicos.
Conclui-se, portanto, que, ao longo do eixo embrionario e cotilédones de A.
angustifolia apresenta um gradiente tanto morfolégico quanto fisiolégico, com
diferencas nas respostas aos diferentes tratamentos ao longo do processo de
criopreservacdo. Dessa forma, a complexidade fisica e fisiolégica do embrido foi
responsavel por inviabilizar o sucesso na obtencdo de um protocolo de
criopreservacao para manter a viabilidade nos diferentes tecidos dos embrides de A.
angustifolia, ja que as partes que sofreram maiores danos sao interligadas com o
restante, e contém regibes meristematicas importantes para o desenvolvimento do
embrido em plantula. Adicionalmente, a grande quantidade de grdos de amido
estaria relacionada tanto com a absorcdo dos crioprotetores quanto com a
ocorréncia de danos as membranas celulares no embrido neste sistema vegetal, fato

que inviabilizou a obtencé&o de um protocolo de sucesso.
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A utilizacdo da criopreservacdo, embora reconhecida como estratégia
fundamental para a obtencdo e estruturacdo de bancos de germoplasma ex situ, ndo
tem sido amplamente explorada no Brasil e, considerando as espécies arbdreas nativas
recalcitrantes, como é o caso de A. angustifolia, a pesquisa desenvolvida no presente
trabalho é inédito no pais. Sendo uma conifera de importancia tanto econémica quanto
ecoldgica e, devido a necessidade de aumento de conhecimento a respeito do tema,
ainda bastante empirico para o alcance de protocolo de sucesso, optou-se pela
investigacdo de diferentes aspectos fisiologicos, quimicos e fisicos, a fim de obter
conhecimentos basicos para fundamentar e conduzir estudos pontuais a cerca do tema
como identificacdo e avaliacdo de marcadores biolégicos e tolerdncia a dessecacao
durante o processo, além de sugestdes sobre estratégias de metodologia de
criopreservacao para a espécie estudada.

No presente trabalho foi possivel o estabelecimento de um protocolo de
criopreservacao para células embriogénicas de Araucaria angustifolia, como base para
o desenvolvimento de bancos de germoplasma em longo prazo. Ressalta-se que as
células, por mostrarem-se capazes de adquirir a capacidade de tolerancia a
dessecacdo e resfriamento, mesmo pertencendo a uma espécie com sementes
recalcitrantes, abrem a perspectiva para estudos comparativos fisioldégicos entre os
diferentes sistemas de uma mesma espécie sobre o tema. Além disso, por trazer
informacdes inéditas sobre os padrdes de variacdo dos reguladores vegetais durante a
criopreservacdo em espécies recalcitrantes, pode-se utilizar a espécie em estudo como
modelo para estudos da criopreservacdo em plantas sensiveis a desidratacéo.

A dificuldade em se obter um protocolo de criopreservacdo dos embrides
zigéticos de A. angustifolia levou ao questionamento de fatores fisico-quimicos que
impediriam tal sucesso. Provavelmente, o grande tamanho do embrido e a presenca
massiva de graos de amido que retém umidade, sdo fortes candidatos aos fatores que
impediram sua criopreservacao, ja que para o alcance de reducdo de agua necessaria
ao resfriamento ndo danoso ao tecido exigem tratamentos com diferentes condigdes
estressantes por tempo prolongado, afetando a recuperagdo do material. Nesse
sentido, um melhor entendimento fisico e fisiolégico do procedimento de

criopreservacdo em sistemas sensiveis a dessecacéo foi obtido. Além disso, devido ao
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elevado tamanho do embrido zigotico de A. angustifolia, estudos a cerca de como 0s
crioprotetores mais comumente utilizados em plantas atuariam nas diferentes células e
tecidos, sobretudo em sistemas sensiveis a dessecacdo, foram realizados de forma
inédita. O uso do sistema como modelo de estudos para a criopreservacdo também
permitiu a visualizagdo dos danos decorrentes de cada etapa e como o conteudo celular
poderia influenciar na penetracdo e atuacdo dos crioprotetores, assunto que ainda é
alvo de discusséao neste tépico.

A fim de se investigar de forma mais detalhada os danos fisicos causados aos
tecidos e de acordo com estudos ja realizados para outros sistemas, estudos da
ultraestrutura do material permitindo a visualizacdo das membranas celulares, bem
como a situacdo das organelas, vesiculas e vacuolos, ao longo do procedimento de
criopreservacdo, € sugerida. Além disso, o perfil das variacbes dos compostos
enddgenos produzidos pelos embrides zigoéticos ao longo do procedimento poderia ser
avaliado, e comparado aos perfis obtidos para as culturas celulares, permitindo a
comparacao dos fatores fisiolégicos dos dois sistemas diferentes em uma mesma
espécie vegetal.

Diante do exposto, recomenda-se para a construcdo de um banco de
germoplasma ex situ para o sistema A. angustifolia ou outros sistemas com sementes
sensiveis a perda de agua, a conservacdo de tecidos e células, com utilizacdo de
técnicas in vitro, como alternativa a conservacao de suas sementes, € recomendada.
Como sugestao a novas tentativas de criopreservacdo dos eixos embrionarios, estudos
utilizando-se o material em processo germinativo avancado e, portanto, com menor
contetdo de graos de amido (que impedem a retirada de agua com eficiéncia) e maior
concentracdo de acUcares de cadeia mais curta (crioprotetores naturais) sao
recomendados. A utilizacdo de outros materiais como os apices caulinares seguido de
microestaquia, que apresenta a possibilidade de se criopreservar clones de interesse,

também deve ser considerada.
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Estudos visando o estabelecimento de protocolos regenerativos em
A.angustifolia, utilizando a técnica de organogénese direta e indireta (HANDRO,
1986) foram desenvolvidos no BIOCEL. Contudo, assim como o observado nas
demais coniferas, a baixa taxa de multiplicacdo e a alta oxidacdo dos explantes
impossibilitaram o uso desta técnica em larga escala para A. angustifolia.

As caracteristicas recalcitrantes da semente e o grande tamanho dos
embrides zigbticos de A. angustifolia, dificultam a obtencdo de protocolos de
criopreservacdo neste sistema. A associacdo da embriogénese somatica com a
criopreservacdo e com a tecnologia de sementes sintéticas constituem abordagens
promissoras, para o0 estabelecimento de bancos de germoplasma ex-situ de
gimnospermas com sementes recalcitrantes, como no caso da A. angustifolia (REED
et al., 2011). Em 1992 com o primeiro relato da inducédo de culturas embriogénicas
em A.angustifolia por (GUERRA; KEMPER, 1992), abriu-se a possibilidade da
utilizacdo da embriogénese somatica e das demais técnicas resultantes associadas
(sementes sintéticas e criopreservacdo) para o estabelecimento de programas de
melhoramento genético e conservacdo baseado no uso de ferramentas
biotecnoldgicas. Desde entdo, diversos estudos foram desenvolvidos visando o
aperfeicoamento e desenvolvimento de protocolos para indugéo, proliferacdo e
maturacdo de embrides somaticos nesta espécie (ASTARITA; GUERRA, 1998; DOS
SANTOS et al., 2008; GUERRA et al., 2000; SANTA-CATARINA, C SILVEIRA et al.,
2013; SANTOS et al., 2002, 2010; SCHLOGL et al., 2012; SILVEIRA et al., 2002,
2006; STEINER et al., 2007, 2008; STEINER, 2005; VIEIRA et al.,, 2012). A
utilizacado da embriogénese soméatica para propagacao clonal e conservacao ex situ,
de genotipos de A. angustifolia, ainda apresenta uma série de problemas né&o
elucidados. Dentre eles destacam-se: 0 baixo numero de embribes somaticos
regenerados e a sua evolucdo ao longo do processo de maturagéo. Esta situagéo é
decorrente, em especial, da falta de um conhecimento mais aprofundado dos
eventos fisiolégicos, bioquimicos e moleculares do desenvolvimento embrionario in
vitro.

O presente capitulo descreve uma metodologia desenvolvida, para a
criopreservacao de culturas embriogénicas de A. angustifolia e constitui manuscrito

intitulado “Establishing a protocol for cryopreservation of cell cultures of A.
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angustifolia: biophysical effects of cryoprotectants on cell survival” submetido

para publicacéo na revista Cryobiology em setembro de 2013.
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Establishing a protocol for cryopreservation of cell cultures of A. angustifolia:
biophysical effects of cryoprotectants on cell survival

Fernanda Piccolo Pieruzzi, Caroline Arcanjo Bueno, Andre Luis Wendt dos Santos,
Eny lochevet Segal Floh.
Instituto de Biociéncias, Universidade de S&o Paulo, Rua do Matao 05422-970

Sao Paulo, Brazil
Abstract

Araucaria angustifolia is an endangered Brazilian pine. The long-term storage of this
conifer is difficult due to physiological and anatomic features. Cryopreservation of cell
culture presents an alternative strategy for germplasm conservation in tree species.
In this work, we report the development of an efficient cryoprotection protocol for cell
culture of A. angustifolia based on optimizing DMSO concentrations to minimize toxic
effects and maximize cryoprotective effects. The original mass of cell exposed to <
10% and > 10% DMSO increased by about 500% and 100%, respectively, over a 5-
week period when not cooled (control). However, toxic effects were evaluated in the
cells pretreated with 0.4 M sorbitol and then exposed to media containing 0.4 M
sorbitol and 15 to 20% DMSO but not cooled. Only treatment with 20% DMSO
showed significant recovery within 5 weeks post-thawing, with amount of mass
comparable to counterparts not exposed to liquid nitrogen. Although it suggests that
the recovery will delay yield of cell by a few weeks, this method seems the most
promising protocol for cryopreservation of A. angustifolia cell culture. Furthermore,
the evaluation of freeze-drying and recovery aspects of A. angustifolia cell cultures
allowed study of the biophysics base of classical cryopreservation procedures.
Shrinkage and membrane damage could be directly observed and related to
maintenance of cell viability, when cryoprotectants are not applied in an adequate

concentration.
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Introduction

Cryopreservation is a strategy for long-term conservation based on reduction
and subsequent reduction of metabolic functions in biological material by the
imposition of ultra-low temperatures in liquid nitrogen (-196 °C) or in vapor phase (-
150 °C) (KARTHA, 1985; PANIS; LAMBARDI, 2005). However, according
Engelmann (2004), the methodology requires a number of adjustments according to
the material used, since few biological systems can be frozen in their natural state
without loss of viability. The plant material can thus be stored without irreversible
damage for a theoretically unlimited period of time.

Since seeds are the main unit of natural plant propagation, seed storage is
the most common method of ex situ conservation (SANTOS, 2001). In the event that
seed conservation is difficult, other plant tissues such as embryos or embryonic axes,
tissues or organs of plants or even cells throughout in vitro techniques can be used.
This methodology is suitable for species with recalcitrant seed vegetative
propagation (ENGELMANN, 1991; KARTHA, 1985; STEFENON et al., 2008) or for
tree species requiring many years to go from juvenile to adult reproductive stages
(SANTOS, 2000).

Tissue culture associated with cryopreservation provides a significant
advantage over conventional strategies since under ultra-low temperatures, cultures
do not require periodic transfer, thus allowing maintenance of cultures in juvenile
stages, eliminating aging, reducing probability of contamination, somaclonal variation
and decreasing maintenance costs (FRETZ; LORZ, 1995; SCHRIJINEMAKERS; VAN
IREN, 1995). Cryopreservation has been used successfully for many species
including conifers Picea glauca (KARTHA et al., 1988), Pinus caribea (LAINE; BADE;
DAVID, 1992), Pinus patula (FORD; JONES; VAN STADEN, 2000), Pinus radiata
(HARGREAVES et al., 2004). In these materials, regeneration of the plants was
obtained after thawing of embryogenic tissues.

The aim of this work was the development of a cryoprotectant protocol for cell
culture of Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze, that presents natural occurrence in
the Atlantic Forest biome (LEITE; KLEIN, 1990). This conifer is a pioneer species
and produces giant seeds (6-7 grams of mass) consumed by wildlife (REITZ; KLEIN,
1966) and humans (MOTA; CRAMER, 1953). Although of ecological and economic
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importance, the amount of individuals for this conifer was extensively reduced in
nature due to logging and degradation of the natural environment (PROCHNOW,
2009). Currently, A. angustifolia is considered critically endangered (IUCN, 2013) and
a high-priority species for conservation programs and forest regeneration
(MEDEIROS; SAVI; BRITO, 2005). Despite the fragility of the species in the wild,
there is no long-term conservation established until now. Some anatomic and
physiological features represent a challenge for its conservation including late
reproductive maturity (CARVALHO, 1994), large embryo size (about 2.5 cm of
length) and seed recalcitrance (ROBERTS, 1973).

The present work is the first report of long-term conservation of A. angustifolia
system for the long-term storage A. angustifolia cell culture, adapted from procedures
described by Hargreaves (1995) for Monterey pine (Pinus radiata). The strategy
applied was based in a classical technique involving slow cooling, known also as
two-step cooling. The procedure involves a step of low freezing (freeze-drying) with
the use of cryoprotectants, followed by plunging in LN and a fast thawing for
recovery. The results of this study will enable the early establishment of ex situ gene
banks, and assist the optimization of protocols for somatic embryogenesis in this
species, and preservation of cell lines with embryogenic potential, still under study
(ASTARITA; GUERRA, 1998; DOS SANTOS et al., 2008; GUERRA et al., 2000;
SANTOS et al., 2002).

Materials and methods

Plant Material

Cell cultures of A. angustifolia obtained from immature zygotic embryos were

used for the study.

Cell culture induction and maintenance

Immature seeds of A. angustifolia were immersed for 5 min. in 70% (v / v)
ethanol and 25 min. in solution 50% (v / v) of sodium hypochlorite (2-2.5% (w / v)
active chlorine). After rinsing with autoclaved distilled water, seeds were opened

inside the laminar flow hood, and immature zygotic embryos isolated. The immature
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zygotic embryos used as explants were inoculated into culture medium MSG
(BECWAR; WANN; JOHNSON, 1987) previously distributed in Petri dishes (49x13
mm). Four explants per plate cultivation were used. Cultures were maintained in the

dark at 25 °C, with 21-day cycle between subcultures.

Cryopreservation procedure

The protocol used was adapted from that proposed by Hargreaves (1995),
detailed below and summarized in Fig. 5.1.

Preculture and cooling

Six grams of A. angustifolia cell cultures 7 days old were equally distributed
into a six-well tissue culture plate (1 gram of cell per well). Then, 3 ml of MSG
(BECWAR; WANN; JOHNSON, 1987) basal medium supplemented with liquid 0.4 M
sorbitol and preconditioned for 15 min on ice (MSG + sorbitol) was added in each
well. The plates with the suspensions were kept in a rotary shaker for 24 hours and
then transferred to a flask with ice for 15 mins.

At the same time, solutions were prepared with DMSO (dimethylsulphoxide)
(10, 20, 30 and 40% (v / v)) diluted in MSG with 0.4 M sorbitol, 3 ml aliquots of each
solution, precooled on ice for 15 min, and added to cell suspensions, reaching a final
volume of 6 ml in each well and resulting in four different treatments where the final
concentrations of DMSO were 5, 10, 15 and 20%. The plates were kept on ice for
another 15 min. Then, 1 ml aliquots of the cell suspensions from each treatment were
dispensed into 1.8 ml cryovials and transferred to a freezing container NalgeneTM
Cryo - 1°C (Mr. Frosty) and placed in freezer -80°C for 2 h in order to be cooled and
frozen slowly at a rate of -1°C min™. After this period, the samples were transferred to

a cryobox and immersed in liquid nitrogen (LN), where they remained for 48 h.
Thawing and recovery
After 48 h in LN, the cryovials containing cell suspensions were transferred to

a water bath at 42°C for 4-6 min in order for quick thawing. The vial contents were

placed over sterile filter paper and the supernatant removed through vacuum
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filtration. The filter paper containing cells was transferred to a MSG semi-solid media
and kept at 25°C in the dark. The filter containing cells were transferred to a fresh

MSG media after 24 h and after every week for 6 weeks.

Morphological analysis

Morphological analysis was performed using a double staining method
developed for loblolly pine (GUPTA; DURZAN, 1987). The protocol consists of using
Evans Blue dye to identify cells with loss of viability of the membrane, and
acetocarmine acid (2%) for staining cells containing nuclear contents. For this
purpose, two drops of Evans Blue dye were added in 200 mg of cell culture and,
after 2 min, two drops of carmine acid (2%). Cells were then rinsed with distilled
water to remove excess dye. The material was observed in stereomicroscope

coupled to a digital camera and photographed.

Data analysis

Four replicates were used per treatment. For each one, four replicates were
directly transferred to recovery conditions after treatment but without cooling or
thawing (control). A second and third control, untreated and cooled and not cooled,
respectively, was also included. Growth of cell culture on fresh semi-solid MSG
media was monitored weekly by change of fresh mass.

The recovery was determined as the percentage (%) of mass increase (MI):
MI: 100 x (mass of day i —mass of day 0) / mass of day O (LAINE; BADE; DAVID,
1992).

The standard error (SE) for each treatment was determined using the Excel
2010 program.

Results and discussion
The first successful experiments on cryopreservation of plant cells were

reported for flax (Linum usitatissimum) (QUATRANO, 1968) and carrot suspension-
cultured cells that could produce viable embryos (NAG; STREET, 1973). Since a
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methodology that could be universally applied for all types of plant cells is absent,
research efforts have focused on optimizing the protocol success factors. These
include starting material, pretreatment, cryopreservation procedure and post-thaw
treatment, as reviewed by (REINHOUD; IREN; KIINE, 2000).

In the present work, the growth of cells that were not cooled in the control
could be obtained in all concentrations of DMSO applied. Among them, amount of
cells was maximum around 500%, after 5 weeks of recovery, in concentration equal
to or less than 10%. At concentrations equal to or higher than 15% DMSO, cell
cultures showed a lower mass increase, around 150%, in the same period (Fig. 5.2.).
Exposure to this DMSO concentration also led to a browning in the not-cooled cells
but not for those exposed to the liquid nitrogen (Fig. 5.4.). Together, those results
indicate that, although not lethal, DMSO presented some toxicity for the cell cultures.

For those cells exposed to liquid nitrogen, only treatments with 15 or 20%
DMSO showed significant recovery. In these cases, cells kept increasing after 6
weeks of culture when exposed to liquid nitrogen. However, only the use of 20%
DMSO was able to recover the same amount of initial cell comparing with the not-
cooled control (Fig. 5.3.). Moreover, in this treatment, the velocity of recovery was
slow when compared with the control. The mass of cryopreserved cell reached the
same amount of recovery for control with a week of delay comparing those treated
with DMSO but not cooled (Fig. 5.4. and 5.2., respectively). Decreasing of mass
could be reported during the first four weeks for cell cultures exposed to liquid
nitrogen in several treatments (Fig. 5.4.).

Cell cultures used in this study are composed by pre-embryogenic masses.
Like most of embryogenic cell of conifers presenting two types of cell, both induced
from immature zygotic embryos: embryonic cell connected to the suspensor cell. The
first one is compacted and characterized by highly dense cytoplasm and the second
one is elongated and high vacuolated (STASOLLA; YEUNG, 2003). Morphological
differences after thawing were found in cell cultures exposed to DMSO, compared to
cells cooled without treatment and those treated before cooling and the difference of
water content between these types of cells is important for their recovery. Usually,
the suspensor cells die during cooling while embryonic cells survive storage in liquid
nitrogen after appropriate treatments (HAGGMAN; RUSANEN; JOKIPII, 2008). In

the present work, cell culture A. angustifolia cooled without cryoprotectants showed
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a more intense blue staining than those previously exposed to sorbitol and 20%
DMSO and then cooled. However, both cell cultures that were cooled treated or not
with sorbitol, showed a compact and wrinkled appearance compared with the control
group not cooled or treated with sorbitol (Fig. 5.5.). Those results highlight the
important but dual dilemma that exists in dehydrating the cell to avoid ice crystals
without irreversible damage.

Most of experimental systems employed in cryopreservation like cell
suspensions, calluses, shoot tips and embryos contain high amounts of cellular-free
water being sensitive to freezing injury since most of them are not freeze-tolerant
(Engelmann 2004). So, the material must be artificially dehydrated to protect from
damage caused by crystallization of intracellular water into ice during
cryopreservation procedures (MAZUR, 1977; REINHOUD; IREN; KIINE, 2000).

The procedure applied in the present work was a classical cryopreservation
method also known as two-step cooling, based on freeze-induced dehydration.
During first step, temperature is reduced in a controlled way making cells and
external medium supercooled followed by ice formation in the media (MAZUR;
KOSHIMOTO, 2002; MAZUR, 1984). This happens because although the freezing
point of cytoplasm is usually above -1 °C, cells generally remain unfrozen, and
therefore supercooled, to — 10 ° or — 15 °C, even when ice is present in the external
medium (MAZUR, 1965). This indicates that the cell membrane can prevent the
growth of external ice into the supercooled interior, and further indicates that cells
neither are, nor contain, effective nucleators of super-cooled water (MAZUR, 1970).

Since the temperature keeps falling, an increasing amount of extracellular
solution is converted into ice, concentrating the intracellular solute. Because cells
remain supercooled and their agqueous vapor pressure exceeds that of the frozen
external compartment, water escapes from the cell to external ice (Engelmann 2004).
After cells are sufficiently dehydrated, in the second step they are plunged into a
liquid nitrogen bath and the cytoplasm vitrify (BENSON et al., 2012).

However, the intense freeze-induced dehydration can cause damage due to
concentration of intracellular salts and changes in the cell membrane (MERYMAN;
WILLIAMS; DOUGLAS, 1977). On the other hand, during rapid cooling, intracellular
ice crystals may develop which can cause mechanical injuries (STEPONKUS;

WEBB, 1992). In order to control the velocity of cooling, a system that allows cooling
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in steps is required (ENGELMANN, 2004; PANIS; LAMBARDI, 2005). The use of
precooled isopropyl alcohol (able to decrease the temperature at 1 °C.min™) was
used in the first cooling step and is a cheaper alternative to controlled freezers.
Thawing must be as fast as possible in order to avoid the phenomenon of
recrystallization in which ice melts and reforms at a thermodynamically favorable
rate, resulting in larger and more damaging crystal ice (MAZUR, 1984).

Cryoprotective compounds have been applied successfully since the early
1950s when 5 and 10% glycerol was used in a empiric use in order to cryopreserve
mammalian semen (SZTEIN et al., 2001). The application of these compounds is
essential for plant system cryopreservation with little or no natural tolerance of
freezing helping prevent cell damage that can occur during cooling, storage or
thawing (SAKAI; SUGAWARA, 1978). The use of the sorbitol and DMSO as
cryoprotectant has been reported for cryopreservation of different conifers as
reviewed in Ford et al (2000). According to the penetration in cell membrane, they
can be classified as permeating and nonpermeating.

Permeating cryoprotectants are low molecular weight compounds such as
glycerol, ethylene glycol, propylene glycol, and dimethylsulphoxide (DMSO) able to
cross cell membranes (DAVIS et al., 2007). During freeze dehydration they rectify
osmotic imbalance by penetration at the same time that exosmosis of water occurs
(BENSON et al., 2012). In addition, permeating cryoprotectants lower the
temperature of freezing point, prevent formation of intracellular ice crystals during
freezing and avoid cellular damage during thawing (GONZALEZ-ARNAO et al., 2007;
NASH, 1962). Then, water inside the cell decreases while an increase in the
intracellular osmolality occurs until the cell is sufficiently dehydrated so that, upon
plunging into a liquid nitrogen bath, the cytoplasm will vitrify (BENSON et al., 2012).
Classic cryobiology studies suggest the use of glycerol or any permeating additive to
efficiently protect cells from freezing injuries through colligative or “solution effects”
or, in other words, the exposure of the cells to high salt concentrations for extended
periods (CHEN et al., 1984).

Nonpermeating  cryoprotectants are usually monosaccharides or
disaccharides, like sorbitol, threalose and sucrose. Besides the induction of
dehydration by increasing concentration of extracellular media, they aid in the
shrinkage of cells during dehydration before and during cooling and control
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rehydration during the warming process reviewed in Davis et al. (2007). The purpose
in this case is to minimize sugars from drying damage in desiccation-tolerant
systems. In those systems, using dehydration, at intermediate water contents, a shell
composed by water molecules is formed around the phospholipids head groups
preventing damage in membrane. In a dry state, the shell disappears. Sugars then
replace the water molecules, in order to maintain the space between phospholipid
molecules maintaining a fluid liquid-crystalline state, in a reversible process when cell
are rehydrated. However, if the amount of sugar is not sufficient to replace water
from hydrate shell, the membrane results in the packing of phospholipid molecules
and phase transition into gel phase. Then, membrane fluidity decreases and lateral
phase separation can occur. In the case of changing physical-chemical properties in
the membranes, irreversible damage can occur, resulting in leakage of cytoplasm
solutes (HOEKSTRA; GOLOVINA; BUITINK, 2001).

In the present work, since the velocity of cooling/thawing was the same for all
treatments, the cell survival must be related to the concentration of DMSO applied in
combination with sorbitol with the highest concentration of DMSO not just to avoid
damage by ice crystals but also to possibly adjust the volume of the cell during
dehydration, avoiding shrinkage and “solution effects”. This hypothesis can be
corroborated by the morphological aspects in that cell cultures of A. angustifolia
exposed to freezing dehydration without cryoprotectants. Cells that could not be
recovered or presented a negative recovery after thawing probably showed more
compaction and higher penetration of Evans Blue dye. Living cells have higher dye
exclusion of Evans Blue, compared to those with damaged membranes, which allows
the entry of the dye (TAYLOR; WEST, 1979). Thus, evidence of a greater dye
penetration can be considered a result of increased cell death by shrinkage and
membrane damage. An alternative explanation for the loss of cell viability from
injuries caused by solution effects could be the damage to the cytoskeleton, a
network of fibrous elements that occurs during chilling. Microtubules were found as
very sensitive to changes in temperature and sheer stress, and are vulnerable during
cryopreservation. Chilling to 0 °C for only 1 min causes depolymerization of
microtubules in both granulosa cells and the oocyte in mouse follicles (VANHOUTTE
et al., 2004). Although there is a lack of information about plant cell cytoskeleton
during cryopreservation procedures, studies found that cytoskeleton can be disrupted
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in relative high water content during drying. The symptoms of this phenomenon are
the protein aggregation and denaturation in dried desiccation-sensitive somatic
embryos and in seeds of maturation-defective mutants (OSBORNE; BOUBRIAK;
LEPRINCE, 2002). Then, the maintenance of cell shape can contribute to the
recovery of the physiological functions. In addition, due to the cooperative action of
both cryoprotectants, it must be more efficient with combined use rather than single
use.

Although the most widely used cryoprotectant during cryopreservation
protocols, the cytotoxicity of DMSO may result in a considerable tissue growth
reduction. Typically, the compound is used in concentrations ranging between 5 and
10% (KARTHA et al., 1988). Then, the slow growth of cell cultures of A. angustifolia
cryopreserved compared with the cell cultures not cooled exposed to concentrations
of DMSO equal to or lower than 15% can indicate a toxicity of this cryoprotectant for
this plant system. In this instance, the number of initial cells that would restore the
culture might be reduced compared to the cell culture not exposed. This selection
can also account for the recuperation of the original coloration of cells that presented
browning when exposed to DMSO equal to or higher than 15% but not cooled.

According to the results, we conclude that the most promising protocol for the
cryopreservation of cell culture of A. angustifolia is the combined use of sorbitol and
DMSO 20%, since the amount of recovered cells was similar to the control not
cryopreserved. Despite the fragility of A. angustifolia in nature, this is the first report
of a procedure developed for the long-term conservation in this species.
Furthermore, the use of in vitro model system could contribute to the understanding
of biological basis of cryopreservation through direct observation of the cell. The
study of desiccation and freezing tolerance of A. angustifolia cell cultures in different
concentrations of DMSO showed that shrinkage can be directly related to
maintenance of cell viability when cryoprotectants are not applied in an adequate
concentration causing irreversible damage by physical-chemical changes in the
membrane properties. Although widely studied in animals, the importance of the
microtubule network is neglected in studies of cryopreservation in plants and
presents opportunities for exploring and understanding damage to plant systems

during cooling/thawing.
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Figure 5.1. Methodology of cryopreservation of A. angustifolia cell culture, highlighting
preculture, cooling, thawing and recovery. MSG (MSG media), sorb (sorbitol), DMSO

(dimethylsulphoxide).
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Figure 5.2. Mass increase of A. angustifolia during recovery after exposure to

cryoprotectors but not cooled.
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Figure 5.3. Recovery of cell culture of A. angustifolia after exposure to cryoprotectants not
cooled (left) and exposure to cryoprotectants, cooling and LN (right).
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Figure 5.4. Mass increase of A. angustifolia during recovery after exposure to cryoprotectants,
cooling and LN.

Figure 5.5. Cell culture of A. angustifolia, double stained with Evans blue and acetocarmine
acid (2%) without exposure to cryoprotectors or cooled (control) (A); exposed to cell exposed to
0.4 M sorbitol and 20% DMSO, cooled and exposed to LN (B), cooled and exposed to LN
without cryoprotectors (C). Bar = 1mm.
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