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RESUMO

PIERUZZI, F. P. Criopreservacdo de Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze: aspectos
fisioldgicos 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 comparacédo as células que néao
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, regides de
heterocromatina e maior espagamento intercelular, quando comparados ao controle, ndo
resfriado. O tratamento que envolveu todas as etapas do procedimento de criopreservacéo
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 criopreservagdo, em
espécies recalcitrantes, auxiliardo o estabelecimento de bancos de germoplasma ex situ
para A. angustifolia.

Palavras-chave: Araucaria angustifolia. Criopreservacao. 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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Desde a sua descoberta, 0s recursos florestais envolvendo espécies nativas
tém sido amplamente explorados no Brasil de forma indiscriminada, levando a
inclusdo de vérias arbdreas nativas na lista de espécies ameacadas de extingdo
(CARVALHO, 1994). A restauracdo dos ambientes degradados a curto e medio
prazo € necessaria, ndo apenas para a recuperacao dessas espécies na natureza,
mas também para a conservacdo dos recursos naturais, possibilitando uma
exploracéo 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 formacéo 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 biol6gica 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
conservacao 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 protecdo integral (WANG; CHAREST, DOWNIE, 1993).

As sementes séo 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 criopreservacgédo é atualmente
a unica técnica disponivel para a manutencdo em longo prazo de germoplasma de
espécies vegetais que Ssao propagadas vegetativamente ou que apresentam
sementes recalcitrantes ou intermediarias (SANTOS, 2000). Entretanto, a
capacidade da planta em ser criopreservada depende da sua tolerdncia a
desidratacédo e a reducdo da temperatura (STUSHNOFF; SEUFFERHELD, 1995).

Durante os procedimentos de criopresevacao, as estruturas bioldgicas sdo expostas



16

a condicbes muito diferentes daquelas encontradas em condi¢cdes 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 situacdo de estresse. Dentre
estas substancias, podem-se destacar as poliaminas (PAs), o hormoénio 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
bioquimicos e fisiologicos, ao longo do processo de criopreservacdo permite a
identificacdo de padrdes e assim, o desenvolvimento de protocolos menos empircos

e mais eficientes.
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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 econdmica 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 fisioldégicos, 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 bioldgicos 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 fisiolégicos 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 criopreservacao 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 condi¢gbes
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



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 contetudo celular
poderia influenciar na penetracdo e atuacdo dos crioprotetores, assunto que ainda €
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, é sugerida. Além disso, o perfil das variacbes dos compostos
enddgenos produzidos pelos embrides zigéticos 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 criopreservacao 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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