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RESUMO

Fim, LG. Estudo do crescimento celular em culturas embriogénicas e nao-
embriogénicas de cana-de-acucar. [dissertacdo(Mestrado em Biotecnologia)] Séo
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, 2012.

A cana-de-aclUcar é uma das culturas com maior importancia econémica mundial,
sendo responséavel por aproximadamente 70% do acucar produzido, além de ser
uma fonte cada vez mais importante de biocombustivel. O Brasil €, na atualidade, o
maior produtor e exportador mundial de acucar e &lcool derivados de cana-de-
acucar, sendo Sédo Paulo o Estado de maior producédo nacional. Devido ao seu
destaque global, atualmente muitos estudos tém sido direcionados para gerar
melhorias na cana-de-acgUcar, principalmente por meio de biotecnologias. A
integracdo de técnicas biotecnoldgicas, como a cultura de tecidos e a engenharia
genética tem proporcionado novas oportunidades para a producdo de cultivares
geneticamente superiores, com caracteristicas desejadas. Das técnicas de cultura
de tecidos, a embriogénese somatica possui caracteristicas atraentes, como a
capacidade de produzir rapidamente um grande namero de plantas e a formacao de
embribes somaticos de forma eficiente, regenerando plantas saudaveis e vigorosas.
Neste contexto, esta pesquisa de mestrado teve como objetivo estudar aspectos
bioquimicos da fase de multiplicacdo celular, que antecede a formacdo de embrides
somaticos, com o intuito de adquirir conhecimentos sobre o desenvolvimento das
células de cana-de-acucar da variedade SP80-3280, para um melhor entendimento
da embriogénese somatica nessa espécie. Com esse intuito, culturas embriogénicas
(CE) e ndo-embriogénicas (CNE) foram estabelecidas, subcultivadas e monitoradas.
Foram analisados o crescimento celular e os perfis de carboidratos, de amido, de
poliaminas e de proteinas totais. Com o estabelecimento das curvas de crescimento
de CE e CNE, observamos que ambas as culturas tiveram o maximo de seu
crescimento aos 24 dias de cultivo, momento em que iniciaram uma reducao de sua
matéria fresca (MF). O maior incremento em MF foi encontrado em CE. Na analise
de carboidratos foi demonstrado que a sacarose € o carboidrato predominante em
CE enquando que em CNE a glicose foi observada em maior quantidade. Em CE os
contetdos de frutose e glicose variam simultaneamente e obedecendo o mesmo
padrdo de variacdo, demonstrando a relacdo entre seus metabolismos. Com a
guantificacdo de amido encontramos as maiores concentragbes em CNE, o que
pode demonstrar que CE utilizam a energia originada da degradacao de amido para
capacitar suas células a desenvolver a embriogénese somatica. JA& com a
guantificacdo de proteinas totais observamos contetdos significativamente maiores
em CE, pois proteinas de reserva para desenvolvimento do embrido provavelmente
estdo sendo acumuladas. Por fim, a analise de poliaminas (PAs) livres mostrou
maiores quantidade de PAs em CNE, sendo a espermina predominantes em CE,
enquanto que em CNE a putrescina foi observada em maior concentracdo. Foi
demonstrado um menor valor de razdo entre PAs [Razdo PA= Put/(Spd+Spm)] em
CE, o que também se relaciona a sua capacidade de desenvolver a embriogénese
somatica.

Palavras-Chave: Cana-de-agucar. Carboidratos. Amido. Proteinas. Poliaminas.



ABSTRACT

Fim, LG. Study of cell growth in embryogenic and non-embryogenic cultures of
sugarcane. [Master's thesis (Biotechnology)] Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&ao Paulo, 2012.

The sugarcane is one of the most economically important crops of the world,
accounting for approximately 70% of sugar produced, in addition to being an
increasingly important source of biofuel. Brazil is currently the largest producer and
exporter of sugar and ethanol derived from sugarcane, and the State of Sdo Paulo
contributes with the greatest share. Due to the global importance, many studies are
directed to improve sugarcane production, mainly through biotechnology. The
integration of biotechnology techniques, such as tissue culture and genetic
engineering has provided new opportunities for the production of genetically superior
cultivars with desired traits. Tissue culture and somatic embryogenesis techniques
have attractive features, like the ability to quickly produce a large number of plants
and the efficient formation of somatic embryos, affording to regenerate healthy and
vigorous plants. In this context, this master's research investigates biochemical
aspects of cell multiplication phase, which precedes the formation of somatic
embryos in order to gain knowledge of the development of cells of sugarcane variety
SP80-3280, towards a better understanding of somatic embryogenesis in this
species. To that end, embryogenic cultures (CE) and non-embryogenic cultures
(CNE) were established, subcultured and monitored. Their cell and developmental
profiles of carbohydrates, starch, polyamines and total protein were analyzed. Using
growth curves of CE and CNE, we observed that both cultures reached maximum
growth on the 24th day of cultivation, at which time fresh weight (FW) started to
decrease. The largest increase in FW was found in CE. With the quantification of
fructose, glucose and sucrose, it was demonstrated that the predominant
carbohydrate is sucrose in CE and in CNE is glucose. Additionally, it was also
observed that contents of fructose and glucose in CE vary simultaneously,
demonstrating the relationship between their metabolisms. Quantification of starch
revealed the highest concentration in CNE, which demonstrates that CE uses energy
derived from starch degradation to enable its cells to develop somatic
embryogenesis. However, the quantification of total protein content was significantly
higher in CE, as storage proteins for development of the embryo are probably being
accumulated. Finally, free polyamines contents were higher in CNE, the predominant
PA in CE being spermidine and in CNE putrescine, which relates to the type of
development of cells of each culture. Furthermore, we demonstrated a lower PAs
ratio [Ratio PA = Put / (Spd + Spm)] in CE, which also relates to its ability to develop
somatic embryogenesis.

Keywords: Sugarcane. Carbohydrates. Starch. Proteins. Polyamines.
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1 INTRODUCAO

1.1 O Sistema Cana-de-Acucar

Cana-de-acUcar (Saccharum spp.) é planta albgama, graminea perene
pertencente a familia Poaceae. E uma das mais antigas e mais importantes culturas
do mundo (Vettore et al., 2003; Chengalrayan et al., 2005; Lakshmanan et al., 2005),
tendo sua provavel origem nas ilhas do Arquipélago da Polinésia (Cesnik, Miocque,
2004), onde foi domesticada e entdo disseminada por todo sudeste Asiatico
(Marques et al., 2009).

A cultura da cana-de-agucar € responsavel por grande producdo de alcool e
por 70% do acucar mundial (Chengalrayan et al., 2005; Lakshmanan et al., 2005),
além de ser fonte cada vez mais importante para a producdo de biocombustiveis
(McCormick et al., 2009).

O género Saccharum é formado por pelo menos cinco espécies: Saccharum
officinarum, Saccharum sinensis, Saccharum barberi, Saccharum spontanium,
Saccharum robusyum e as variedades de cana-de-acgUcar cultivadas em escala
comercial representam um hibrido multi-especifico, que recebe a denominacao
Saccharum spp (Veiga et al., 2006). Como consequéncia dos cruzamentos
interespecificos, as cultivares produzidas possuem alto grau de poliploidia,
possuindo numero de cromossomos variando entre 100 e 130, sendo a maioria

destes provenientes da espécie S. officinarum (Vettore et al., 2003).

A cultura da cana-de-acucar € amplamente cultivada ao longo dos tropicos e
subtrépicos e suas principais indistrias sdo encontradas no Brasil, China e india,

sendo produzida comercialmente em muitos outros paises (Snyman et al., 2011).

No Brasil, as primeiras mudas de cana-de-acucar foram introduzidas em
1502, vindas da llha da Madeira, trazidas por Martim Afonso de Souza (Cesnik,
Miocque, 2004), sendo o primeiro engenho de acUcar construido em 1532, na
capitania de Séo Vicente. No século XVII o Brasil ja era o maior produtor e
fornecedor mundial de acucar (Marques et al., 2009). Porém, em 1929 a economia
acucareira no Brasil sofreu uma crise, devido a queda dos precos internacionais e ao
aumento da utilizacdo do acglcar de beterraba produzido na Europa (Veiga et al.,
2006).
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Para atenuar esta crise, em 1931, o governo brasileiro tornou obrigatoria a
mistura de 5% de alcool etilico a gasolina utilizada no pais (Veiga et al., 2006).
Entdo, em 1933 foi criado o Instituto do Actcar e do Alcool- IAA que na década de
70 cria incentivos politicos para aumentar a producdo e produtividade de cana-de-
acucar no Brasil (Santiago et al., 2006). Em 1975, buscando a diminuicdo da
utilizacdo de combustiveis fésseis e devido a pressao realizada pelo setor produtivo
de cana-de-acucar, o Governo Federal cria o Programa Nacional do Alcool —
PROALCOOL (Santiago et al., 2006), gerando subsidio para implantacdo de
destilarias de alcool no pais e para o desenvolvimento das plantacfes de cana-de-

acucar.

Em 1979, a industria automobilistica brasileira langcou no mercado seus
primeiros modelos de carros movidos a alcool (Veiga et al., 2006). As vendas desses
modelos chegaram a representar 95% das vendas totais, em 1985 (Santiago et al.,
2006). Mas, a partir de 1990 o setor sucroalcooleiro nacional volta a sofrer
interferéncias politicas importantes, como a desregulamentacdo do setor e a
extincdo do IAA, tendo como consequéncia a liberacdo dos precos da cana-de-
acucar, do acucar e do alcool. Além disso, a politica econbmica, com objetivo de
controlar a inflacdo através de diversos planos econdémicos, inclusive com
congelamento de precos, também contribuiu para aumentar a crise no setor
canavieiro (Santiago et al., 2006). A partir de 1986, houve ainda uma reducédo no
percentual de participacdo dos veiculos movidos a alcool no total de vendas, até

atingir os mais baixos indices em 1997/98 (Veiga et al., 2006).

Contudo, em 2003, o sucesso do lancamento dos veiculos flex fuel, cujas
vendas em 2004 ja representavam 20,2% do total de vendas internas no pais,
novamente impulsionaram o consumo de alcool, aguecendo a producéo de cana-de-
acucar (Veiga et al., 2006). Nota-se também que 0s recentes aumentos Nnos precos
internacionais do petroleo tém influenciado positivamente a demanda mundial de

alcool carburante (Veiga et al., 2006).

Hoje, o Brasil € o maior produtor e exportador mundial de acucar refinado e
alcool combustivel obtidos a partir de cana-de-agUcar. De acordo com o terceiro
levantamento da safra 2011/2012 feito pela Companhia Nacional de Abastecimento

(Conab), a producéo nacional estd em torno de 572 milhfes de toneladas. O Estado
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de Sao Paulo € o maior produtor do pais, com 52,2% da &rea nacional plantada
(Conab, 2012).

Devido a sua importancia na industria agricola global, um grande aporte de
esforcos e recursos tem sido direcionado para pesquisas voltadas ao setor
sucroalcooleiro no Pais. Parte das pesquisas tem incidido sobre o melhoramento de
cultivares de cana-de-aclcar por meio de reproducao vegetal e, mais recentemente,

por meio da biotecnologia (Chengalrayan et al., 2005).

O alto nivel de ploidia, requisitos especificos de clima para o florescimento e a
definicio de sementes, em conjunto com longo ciclo de vida, sdo as maiores
limitagcbes para a melhoria através de técnicas convencionais de melhoramento.
Além disso, uma vez que muitas variedades de cana-de-aglUcar ndo produzem
sementes feérteis, e devido a dificuldades de autofecundacédo e autocruzamento, a
cultura é uma das espécies de plantas que nao poderia ser produzida

comercialmente sem intervengéo humana (Asad et al., 2009).

Nesse contexto, a biotecnologia vegetal tem o potencial de superar problemas
e possibilitar o melhoramento da cana-de-acgucar, por meio de técnicas de cultura de
tecidos a nivel celular e de engenharia genética a nivel molecular, trazendo novas
oportunidades para a producdo de cultivares geneticamente superiores, com alta
gualidade de plantio, tendo as caracteristicas desejadas (Chengalrayan et al., 2005;
Asad et al., 2009).

Técnicas in vitro para a propagac¢ao em massa de mudas viaveis de cana-de-
acucar via organogénese e/ou embriogénese somatica (direta e indireta) sdo alvo de
diversos projetos que visam o0 estudo e a compreensdo da morfogénese in vitro

nesta espécie (Lakshmanan et al., 2005; Snyman et al., 2011).

1.2 Embriogénese Somaética

Em 2005, o periodico Science publicou uma edicdo comemorativa aos seus
125 anos, que versa sobre as grandes perguntas cientificas que a humanidade
ainda nao conseguiu responder. Inicialmente 125 questbes foram selecionadas e

dentre estas as 25 perguntas mais importantes foram discutidas e publicadas na
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edicdo comemorativa. Uma destas questdes foi: “Como uma unica célula somatica
vegetal consegue se transformar numa planta completa?” (Kennedy, Norman, 2005).
Essa indagacéo figura entre as questbes de maior relevancia cientifica que ainda se
encontram sem resposta na atualidade (Vogel, 2005).

Em resumo, esta questdo se remete ao conceito da totipoténcia em plantas,
inerente as células vegetais, sendo a morfogénese in vitro o principal exemplo deste
conceito. Na morfogénese in vitro, a embriogénese somatica (ES) € um processo
onde, células somaticas (ja diferenciadas) isoladas ou em pequeno grupo dao
origem a embrides (Tautorus et al., 1991), numa seqiiéncia morfogenética que se
aproxima aos eventos representativos da embriogénese zig6tica (que é derivada da
fusdo de células gaméticas) (Floh et al., 2007).

Desde o principio da cultura de tecidos vegetais, experimentos com a
utilizacdo dos mais variados tipos de explantes e distintas alteracdes nos meios de
cultura para utilizagdo in vitro tém sido testados na tentativa de desvendar os
complexos processos moleculares, fisiologicos e bioquimicos que determinam a
competéncia morfogenética em células vegetais. Passados cerca de meio século,
esses processos metabadlicos ainda nédo foram totalmente esclarecidos (Mordhorst et
al.,1997).

Neste sentido, nossa hipotese de trabalho é que a compreensdo dos
parametros fisioldgicos, bioquimicos e moleculares associados ao crescimento
celular e desenvolvimento in vitro apresentam elevado potencial de aplicacdo no
desenvolvimento e otimizacdo de protocolos para embriogénese somatica de cana-

de-acucar.

A embriogénese in vitro foi descrita pela primeira vez em 1958, por Steward e
sua equipe e Reinert e sua equipe, independentemente, em Daucus carota (Floh et
al., 2007). A cultura de tecidos de cana-de-acucar foi iniciada no Havai, em 1961
(Chengalrayan et al., 2005; Asad et al., 2009), e a embriogénese somatica direta foi
o caminho adotado pelos primeiros relatos sobre micropropagacdo dessa espécie
(Snyman et al.,, 2011). Posteriormente, varios protocolos para embriogénese
somatica e organogénese, que regeneram plantas completas direta ou
indiretamente, foram desenvolvidos usando calos derivados de explantes diversos
como inflorescéncias imaturas, folhas jovens e meristemas apicais (Chengalrayan et
al., 2005; Asad et al., 2009).
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Dois padrBes béasicos de expressdo de embriogénese somatica ocorrem in
vitro. Um deles corresponde ao modelo direto, no qual os embrides somaticos
originam-se dos tecidos-matrizes, sem a formacdo de estagios intermediarios de
calo (Guerra et al., 1999). O outro corresponde ao modelo indireto, no qual os
embrides soméaticos se formam a partir de um calo, que representa células em
diferentes estagios de diferenciacdo e, consequentemente, com diferentes graus de
determinacdo, podendo adquirir novas competéncias mediadas por mensageiros
qguimicos especificos (Guerra et al., 1999). Estes processos envolvem mecanismos
complexos de reativagdo celular, divisdo, reprogramacdo do metabolismo e
desenvolvimento (Fehér et al., 2003; Floh et al., 2007).

A modulacdo da embriogénese somatica pode ser obtida em um sistema
biotecnolégico de dois ciclos basicos. O primeiro ciclo ¢ o de inducdo e
multiplicacdo, que se inicia com a inducdo de CE em meios de culturas contendo
auxinas, principalmente o 2,4-D, e compreende a fase de multiplicacdo, em meios
contendo auxinas em baixas concentra¢gdes. O segundo ciclo € o de maturacéo, que
ocorre com a retirada da auxina do meio e é caracterizado pelo uso de promotores
de maturacado. Como produtos desse segundo ciclo sdo obtidos embrides somaticos
maduros, passiveis de germinacao in vitro e ex vitro ou que podem ser utilizados

para producdo de sementes sintéticas (Steiner et al., 2008) (Figura 1).

As condi¢cdes para promover a embriogénese somatica estao relacionadas
com a presenca de reguladores de crescimento, estresses osmoéticos, alteracdes de
pH, choques térmicos e tratamentos com diferentes substancias, sendo as auxinas
referenciadas como essenciais na inducéo do processo (Floh et al., 2007). Auxinas
sdo uma das mais importantes classes de fitorménios, uma vez que Sdo 0S
reguladores chave de varios aspectos do crescimento e desenvolvimento das

plantas (Pieruzzi et al., 2011).

Atualmente, a embriogénese somatica € induzida em explantes de cana-de-
acucar utilizando, principalmente, o acido 2,4-diclorofenoxiacético, uma auxina
sintética. Esses embrifes se desenvolvem a partir de uma unica célula, pequena, de
paredes finas e rica em citoplasma, que contém muitos vacuolos e granulos de
amido (Chengalrayan et al., 2005; Asad et al., 2009; Snyman et al., 2011).
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Figura 1 - Modulacdo da embriogénese somatica em espécies arbdreas.

Planta e
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ou sementes sintéticas embriao somatico

(1) ciclos de indugéo e multiplicagdo e (2) ciclo de maturagéo.
FONTE: adaptada de Steiner et al., 2008.

Além das condicbes de cultivo, também devem ser considerados como
fundamentais, o explante inicial, incluindo o seu genoétipo, o0 estadio de
desenvolvimento e as condi¢des fisioloégicas, como por exemplo, o conteudo
hormonal endégeno do material. Portanto, a embriogénese pode ser definida como

um processo multifatorial e altamente complexo (Floh et al., 2007).

Comparada as demais técnicas de micropropagacdo, a embriogénese
somatica apresenta as seguintes vantagens: a) permite a obtencdo de uma grande
guantidade de propagulos (embrides somaticos); b) o sistema permite um alto grau
de automatizacéo, possibilitando baixar os custos por unidade produzida, através da
utilizac&o de biorreatores; c) os embrides somaticos podem ser produzidos de forma
sincronizada, com alto grau de uniformizacdo e pureza genética; e d) pode ser
utilizada como uma ferramenta integrada a programas de melhoramento genético,
em especial quando associada as técnicas de criopreservacdo e engenharia
genética (Guerra et al., 1999; Lipavska, Konradova, 2004). Entretanto, a principal
limitacdo dos sistemas de embriogénese somética, desenvolvidos para varias
espécies, é a variacdo somaclonal ocorrida ap6s sucessivas subculturas, afetando o

desenvolvimento das plantas produzidas (Lakshmanan et al., 2005).
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Conforme a literatura, a capacidade das técnicas de cultivo in vitro de produzir
um grande numero de plantas rapidamente, tem sido explorada para aplicacdo
comercial em inddstrias de agucar em todo o mundo (Snyman et al., 2011). Além
disso, foi observado que a aclimatacéo de plantas de cana-de-acUcar produzidas in
vitro geralmente é bem sucedida. Mais de 85% das plantas derivadas de embrides
soméaticos sobreviveram as condi¢cdes de transferéncia para estufa. Apos a
aclimatacdo ao ambiente de estufa, essas plantas foram transferidas para condi¢cbes
de campo onde a sobrevivéncia foi superior a 90% (Snyman et al., 2011).

Para producdo de plantas transgénicas através de qualquer método de
transformacédo (fisico, quimico ou biol6gico) € necessario sistemas de regeneracao
de plantas altamente eficientes e confiaveis (Asad et al., 2009). O método com
potencial de maior taxa de multiplicacdo é a regeneracao por meio de embriogénese
somatica (Hoenemann et al.,, 2010). Os calos embriogénicos tém sido
frequentemente usados em experimentos de transferéncia de genes com
monocotileddéneas, pois podem ser manipulados para produzir plantas

transformadas férteis (Grando et al., 2002).

Além de apoiar programas de engenharia genética, protocolos bem
estabelecidos para manipulacdes da embriogénese somatica in vitro oferecem um
modelo bastante interessante para estudos basicos de fisiologia, biologia celular,
bioquimica, genética da diferenciacdo e morfogénese em vegetais (Floh et al., 2007;
Nieves et al., 2008). Além disso, a embriogénese somatica constitui estratégia unica
para lidar com as limitacdes de diversidade genética estreita, como a propagacao e

0 armazenamento (Silveira et al., 2002; Snyman et al., 2011).

Durante os ultimos anos, muitos estudos tém sido publicados analisando a
embriogénese somatica relacionada a um perfil de expressdo génica. No entanto,
estudos que visam uma melhoria dos protocolos para a propagacdo em massa Sao
realizados insuficientemente (Hoenemann et al., 2010). Embora existam relatos de
protocolos para inimeras espécies, 0s seus avancos ainda sao limitados pela falta
da compreensao dos estimulos e condicBes necessarias para sua inducao e controle

da embriogénese somatica (Lipavska, Konradova, 2004; Floh et al., 2007).



20

1.3 Multiplicagao Celular

O desenvolvimento do embrido somatico, assim como do embrido zigotico,
ocorre em uma ordem sequencial, onde estagios podem ser diferenciados: a divisdo
celular, a diferenciacdo e a maturacédo (Nieves et al., 2008). Dentre as etapas da
embriogénese, a inducdo e multiplicacdo (divisdo celular) de CE € uma das etapas
mais importantes do protocolo (Guerra et al., 1999).

A habilidade para inducdo de calos embriogénicos é influenciada pelo
genotipo, assim como sua resposta morfogenética e a habilidade de regenerar
plantas, indicando que estes critérios sdo genotipo-dependentes (Lima et al., 2001,
Cidade et al., 2006; Lakshmanan, 2006). De acordo com Gandonou et al. (2005), por
ser a capacidade embriogénica uma caracteristica estavel desde a primeira geracgao,
seria possivel prognosticar essa capacidade em uma determinada linhagem por

avaliar a taxa embriogénica de seus ancestrais.

As auxinas sdo as substancias responsaveis pelo desencadeamento dos
processos de desdiferenciacdo (modelos indiretos) e rediferenciacdo (modelos
diretos) durante a inducdo, alterando a determinacdo e conferindo novas

competéncias as células responsivas presentes nos explantes (Guerra et al., 1999).

Em nivel celular, auxinas controlam a diviséo, elongacéao e diferenciacdo, bem
como a polaridade de células vegetais (Pieruzzi et al., 2011). Atuam de duas
maneiras durante o crescimento celular: estimulando a acidificacdo da parede
celular que resulta em elevada extensibilidade e induzindo a transcricdo de mRNAs

gue codificam proteinas associadas com o crescimento celular (Richard et al., 2002).

O 2,4-D, principal auxina utilizada na embriogénese somatica em cana-de-
acucar, quando acima de uma determinada concentracdo, pode assumir um duplo
efeito nas culturas, atuando como auxina e como um agente de estresse (Floh et al.,
2007). Entdo, tecidos de folhas jovens de cana-de-acUcar cultivadas in vitro na
presenca de 2,4-D originam dois tipos de calos na embriogénese indireta: os calos
embriogénicos, caracterizados por apresentarem aspecto nodular opaco, e
facilmente destacavel, e os calos nao-embriogénicos que sao translicidos e

mucilaginosos (Lakshmanan, 2006).



21

O inicio e a manutencdo de CE foram monitorados em um grande numero de
plantas, incluindo muitos membros da familia Poaceae (gramineas). Calos
embriogénicos apresentam maior velocidade no desenvolvimento e formam plantas
por embriogénese somaticas, enquanto os calos n&o-embriogénicos crescem
lentamente, de forma desordenada, e formam brotos ou raizes por organogénese
(Nieves et al., 2003).

O crescimento dindmico em CE, na maioria dos casos é descrito por uma
curva sigmoéide mostrando a fase Lag, seguida pelas fases exponencial, linear e
estacionaria (Silveira et al., 2004a). A fase Lag € considerada um periodo de
adaptacdo das células ao novo meio de cultura. Nas fases exponencial e linear, a
alta razdo de divisdo celular resulta no crescimento das culturas. Na fase
estacionaria a divisdo celular é gradativamente reduzida (Silveira et al., 2004a).

O crescimento de CE é geralmente associado com algumas mudancas
bioquimicas, como a sintese e mobilizacdo de proteinas, carboidratos, lipidios e
acidos nucléicos. O nivel dessas substancias depende das diferentes fases de
crescimento e de suas fungbes no suprimento energético para o crescimento celular

(Silveira et al., 2004a).

1.4 Aspectos Bioquimicos da Embriogénese Somatica

Calos embriogénicos e nao-embriogénicos podem ser visualmente
diferenciados por sua morfologia, mas pouco se sabe sobre 0s eventos bioquimicos
e moleculares que ocorrem quando as células somaticas se tornam competentes

para produzir embrides somaticos (Nieves et al., 2003).

Assim, informacdes valiosas podem ser obtidas através do monitoramento de
variaveis bioquimicas, uma vez que estas tém sido demonstradas como potenciais
discriminadores entre tecidos embriogénicos e ndo-embriogénicos (Nieves et al.,
2008). Nieves et al. (2003) observaram que CE de cana-de-agUcar apresentam

maior atividade metabdlica que as CNE.

A sintese e 0 acumulo de substancias de reserva representam um estadio
importante na embriogénese zigbtica, pois permitem o armazenamento de

compostos que seréo utilizados pelo embrido até o estabelecimento da autotrofia por



22

parte da plantula recém-formada. Estes compostos podem ser considerados
marcadores confiaveis da qualidade dos embrifes zigdticos e somaticos (Merkle et
al., 1995).

Um melhor conhecimento dos aspectos bioquimicos das culturas podem
ainda ter aplicacdes Uteis na caracterizacdo das diferentes etapas da embriogénese
somédtica. Assim, calos regeneraveis e ndo regeneraveis fornecem um sistema
experimental util para estudar o mecanismo de morfogénese in vitro (Nieves et al.,
2003).

Além disso, uma melhor compreenséo de eventos bioquimicos e moleculares
gue ocorrem durante a embriogénese somatica € essencial para aumentar a
eficiéncia do desenvolvimento de embrides (Silveira et al., 2004a, 2006) e gerar
provaveis marcadores bioguimicos para a competéncia embriogénica e qualidade
dos embrides formados (Klimaszewska et al., 2004). Dentre os compostos
endogenos com importancia para o desenvolvimento da embriogénese somatica,
destacam-se os carboidratos e amido, proteinas e poliaminas, que atuam em

diferentes fases do processo morfogenético.

1.4.1 Carboidratos e Amido

Os carboidratos séo fotossintetizados em plantas, inicialmente, como
monossacarideos, que séo entdo transformados em dissacarideos, trissacarideos e
acucares alcoodis (Gomez-Gonzalez et al., 2010). Na maioria das plantas a sacarose
€ a forma principal de transporte de carboidratos e o amido é o principal carboidrato

de reserva (Geigenberger et al., 2004).

A funcéo primaria dos acucares € servir de fonte de energia para alteracfes
metabdlicas ou participar como precursores moleculares na biossintese de lipidios,
proteinas, antioxidantes e polissacarideos, fornecendo moléculas de carbono

(Pescador et al., 2008; Gémez-Gonzélez et al., 2010).

Os carboidratos, além de atuar como substratos para o crescimento, podem
também regular a morfogénese e a diferenciacdo celular nos vegetais,

desempenhando papel chave na estrutura da parede celular (Smeekens, 2000).
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Evidéncias indicam ainda que o suprimento de agucares pode regular a expressao
de genes envolvidos em processos como a floracdo, fotossintese, glicolise,
metabolismo do nitrogénio e regulacao do ciclo celular (Smeekens, 2000), podendo,
esta regulacdo, ocorrer nos niveis de transcricdo, traducdo e pés-traducéo (Delrot,
2000; Rapaka et al., 2008).

Além disso, durante todas as fases de desenvolvimento do embrido, os
polissacarideos parecem desempenhar um papel importante (Lipavska, Konradova,
2004). Em alguns casos, os niveis de acUcar ou seu fluxo parecem determinar a
ocorréncia de um determinado evento ou 0 momento em que ele ocorre, como em
processos de germinacdo das sementes (Gibson, 2005). Adicionalmente, o acumulo
de reservas adequadas € vital para a embriogénese somatica de plantas, assim
como para a conversdo em plantulas, apés a obtencdo de embrides cotiledonares
(Flinn et al., 1993).

Estoque de carboidratos como amido e sacarose, que desempenham
importantes papéis no metabolismo celular, também contribuem para a reserva total

de carboidratos nas plantas (Opsahl, Benner, 1999).

Diferentes autores tém relatado a presenca de amido nas células vegetais no
inicio do processo de desenvolvimento in vitro. O possivel papel desse
polissacarideo nestes processos ainda ndo esta claro, embora tenha sido sugerido
gue poderia atuar como uma fonte de energia ou como um agente osmaotico
essencial para o desenvolvimento. No entanto, a metabolizacdo destes grdos de
amido foi reportada quando foram iniciados 0s processos de organogénese e

embriogénese somatica (Martin et al., 2000).

Na maioria das plantas, durante o processo de formacdo da semente e/ou do
embrido, a glicose e a frutose também estdo presentes na fase inicial de
desenvolvimento embrionario, e diminuem gradualmente, desaparecendo na
maturidade. Contrariamente, a sacarose ¢é estocada na fase final do
desenvolvimento embrionério (Focks, Benning, 1998). Estes resultados sugerem que
cada carboidratos possui importancia em determinada fase de desenvolvimento do
embrido. Neste sentido, a variacdo dos carboidratos sollveis e do amido na
embriogénese somatica pode fornecer informacdes importantes sobre a conversao
de embribes somaticos em plantulas (Pescador et al.,, 2008). Estudos em Acca

sellowiana demonstraram alta quantidade de sacarose, frutose e outros carboidratos
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em diferentes estagios do desenvolvimento de embriées somaticos (Pescador et al.,
2008).

Em sistemas de cultura in vitro faz-se necessario o fornecimento externo de
carbono, uma vez que as CE sao mantidas no escuro, sendo basicamente
heterotréficas. Neste contexto, 0os processos de sintese e armazenamento de
compostos relacionados com a embriogénese ocorrem de forma diferenciada nos
sistemas de embriogénese somatica e zigoética, pois embriogénese zigotica possuem
uma relacdo fonte-dreno com a planta matriz até a maturacao fisiolégica do embrido

(Sghaier-Hammami et al., 2009).

Para a obtencdo de embrides somaticos em cana-de-acucar, bem como em
outras espécies, o fornecimento externo de carbono ocorre normalmente por meio
da adicdo de sacarose ao meio de cultivo inicial, ao qual o explante sera exposto
(Mordocco et al.,, 2009). Parte da sacarose contida no meio de cultura sofre
degradacéao extracelular, sendo convertida e disponibilizada para as células (Martin
et al., 2007). As moléculas de sacaroses interiorizadas representam uma importante
fonte de armazenamento, e apos sua hidrélise pela acéo de invertases, apresentam-
se, em grande parte dos sistemas biologicos, como a principal fonte de carbono para
a sintese de carboidratos metabolicamente ativos, polissacarideos estruturais e de

armazenamento (Martin et al., 2007).

A alocacédo dos carboidratos para o interior das células vegetais em culturas
de calos com potencial embriogénico tem recebido especial aten¢do, uma vez que
os tecidos que normalmente efetuam esse transporte em plantas, como o floema e
as células parenquimaticas, ainda ndo se encontram diferenciados nos calos
(Gutiérrez-Miceli et al., 2005).

O conhecimento bioquimico, em especial dos conteudos de carboidratos
soluveis, em embrides somaticos comparados ao seu analogo zigotico, pode
oferecer informacfes que ajudariam a prever a fidelidade de embribes somaticos na
regeneracao de plantas, especialmente na etapa de conversdo (Chanprame et al.,
1998).

O uso de culturas de calos pode ser preferivel no estudo do metabolismo de
acumulo de sacarose, por representar uma grande possibilidade de controle e

manipulacdo do meio de cultivo, facilitando o controle das condicbes ambientais e
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viabilizar o uso de diferentes cultivares simultaneamente (Gutiérrez-Miceli et al.,
2005).

A utilizacdo do cultivo in vitro de calos de cana-de-acUcar apresenta-se, dessa
forma, como um modelo experimental apropriado para a caracterizacao qualitativa e
qguantitativa do metabolismo de carboidratos em calos embriogénicos e néo-
embriogénicos, e para identificacdo de possiveis marcadores bioquimicos da
embriogénese, conforme estudado em muitas espécies (Martin et al., 2007).

Para entender o papel dos carboidratos durante a embriogénese somatica, e
nas diferentes fases desta, é importante obter informacdes sobre seus niveis
endogenos e seu metabolismo para propor tratamentos que melhorem ou favorecam
o desenvolvimento do embrido. Entretanto, até o momento, apenas um numero
pequeno de relatos esta disponivel associando embriogénese somatica e

metabolismo enddgeno de carboidratos (Lipavska, Konradova, 2004).

1.4.2 Proteinas

Proteinas sdo macromoléculas constituidas a partir de 20 aminoéacidos
canodnicos, juntamente com selenocisteina e pirrolisina que muitas vezes sao

referidas como 21° e 22° aminoacidos (Rodgers, Shiozawa, 2008).

As proteinas desempenham um papel importante no metabolismo (Nieves et
al., 2008). Entre as funcdes e influéncias de moléculas regulatérias, o papel das
proteinas nos processos de diferenciacdo celular é de particular interesse (Saare-
Surminski et al., 2000). O ciclo celular é realizado pela sintese de varias proteinas
novas que atuam em mudancas morfolégicas e bioquimicas nas células durante a

atividade mitética (Silveira et al., 2004a).

Dessa forma, existem varios estudos relacionados a sintese e ao acumulo de
proteinas de armazenamento em diferentes estagios durante a embriogénese
somatica, além de estudos relacionados a mudancas em seu perfil ou em sua
funcdo como receptores (Santa-Catarina et al., 2006; Nieves et al., 2008). Em geral,
0 aumento do acumulo de proteinas é observado durante o desenvolvimento do
embrido, conforme observado na embriogénese zigética em Ocotea catharinensis

(Santa-Catarina et al., 2006).
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Esse aumento protéico é resultado, principalmente, da sintese de proteinas
LEA (“late embryogenesis abundant”) e de proteinas de reserva (Bewley, Black,
1994). As proteinas LEA sdo classificadas em cinco grupos em virtude da
similaridade de suas sequéncias de aminoacidos. Elas apresentam baixa
complexidade e uma grande afinidade com as moléculas de &gua, atuando na
protecdo a desidratacdo da semente (Boudet et al., 2006), representando portanto

um papel fundamental na manutengéo da viabilidade dos embrides.

As proteinas LEA também se acumulam em altos niveis no desenvolvimento
de sementes, durante a maturacdo e na desidratacdo de tecidos vegetativos de
plantas em restabelecimento e s&o extremamente diversificadas em termos de
variabilidade genotipica, regulacéo e localizacdo em nivel celular e tecidual (Bewley,
Black, 1994; Boudet et al., 2006).

A capacidade embriogénica dos calos e suspensfes celulares de formar
embribes somaticos indica que existe uma diferenca no controle da expressao
genética de proteinas entre células embriogénicas e ndo-embriogénicas (Oropeza et
al., 2001). Assim, um marcador bioquimico poderia ser util, a fim de identificar esta
expressao génica diferencial antes de qualquer alteracdo morfologica ser aparente
(Oropeza et al., 2001).

Perfis de proteinas tém sido utilizados como marcadores moleculares com
sucesso em culturas de varias espécies. Embora sejam menos polimorficos que os
marcadores de DNA, informac0des diretas podem ser adquiridas sobre a variabilidade

genética para caracteristicas alvo (Rodriguez et al., 2011).

Neste contexto, o estudo do metabolismo e do armazenamento de proteinas
pode ser utilizado para avaliar a qualidade de células e embrides somaticos (Lelu-
Walter et al., 2008). Padrbes protéicos vém sendo utilizados como marcadores da
competéncia das CE, ocorrendo varias diferencas nos perfis protéicos entre CE e
CNE (Kormutak, Vookova, 1997). Neste sentido, o uso de proteinas como
marcadores para monitorar e compreender as diferentes respostas bioldgicas
apresenta-se como uma alternativa para o desenvolvimento de biotecnologias

aplicadas a cultura da cana-de-acucar.
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1.4.3 Poliaminas (PAs)

As PAs sdo aminas policatidnicas alifaticas de baixo peso molecular (Santa-
Catarina et al., 2006; Nieves et al., 2008), contendo cargas positivas nos seus
atomos de nitrogénio, uma propriedade que facilita sua interacdo com
macromoléculas como DNA e RNA, fosfolipidios, componentes da parede celular e
proteinas (Steiner et al., 2007; Pieruzzi et al., 2011).

Elas estdo presentes em diversos organismos tais como bactérias, fungos,
animais e vegetais superiores (Wallace et al., 2003). Nos vegetais as principais PAs
presentes séo putrescina (Put), espermidina (Spd) e espermina (Spm) (Silveira et al.,
2004a, 2006; Pieruzzi et al., 2011), estando em todos os compartimentos celulares,
indicando sua participacdo em diversos processos fundamentais na célula. (Santa-
Catarina et al., 2006; Silveira et al., 2006; Steiner et al., 2007; Nieves et al., 2008).

O metabolismo de PAs envolve: (1) a biossintese de Put a partir de arginina e
ornitina pelas enzimas arginina descarboxilase e ornitina descarboxilase,
respectivamente; (2) a conversao de Put em Spd e, subsequentemente, em Spm por
adicbes sucessivas de grupos aminopropil a partir da S-adenosil-metionina (SAM),
gue € produto da reacdo da SAM descarboxilase (SAMDC); e (3) o catabolismo de
Put, Spd e Spm por diamina e PA oxidases (Figura 2) (Minocha et al., 2004; Kusano
et al., 2008).

Pode-se citar um amplo espectro de atividades bioldgicas em que as PAs
participam, tais como a regulacdo da expressao génica, a modulacdo de sinal, a
proliferacdo celular e a estabilizacdo de membrana (Silveira et al., 2006; Santa-
Catarina et al., 2007; Pieruzzi et al., 2011).

Esses papéis tém sido associados com o controle da divisdo celular, a
embriogénese, a formacédo de raizes, o desenvolvimento floral, o0 desenvolvimento e
amadurecimento dos frutos, o metabolismo secundario, a senescéncia e as
respostas a estresses bidticos e abidticos. Mais recentemente, PAs foram
encontrados também regulando a morte celular programada e a apoptose (Bais,
Ravishankar, 2002).
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Figura 2 - Via metabdlica de poliaminas em plantas.
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A) biossintese e B) degradacé@o. Setas verdes correspondem as vias presentes em plantas. Setas azuis e
vermelhas representam vias presentes em bactérias e animais, respectivamente.

FONTE: Adaptado de Kusano et al. (2008).

Alguns autores propuseram que PAs e os compostos a elas relacionados
podem ser considerados como tipos de reguladores de crescimento hormonal ou
mensageiros secundarios em muitos processos, incluindo a organogénese e a
embriogénese, apesar de serem encontrados nas células vegetais em niveis

significativamente superiores aos dos horménios vegetais (Bais, Ravishankar, 2002).
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Diferengas significativas foram observadas na exigéncia de PAs entre os
diferentes gendtipos, indicando que os perfis destes compostos podem ser
dependentes do gendtipo (Silveira et al., 2004b). Além de estudos que avaliaram o
efeito de uma Unica PA, outros estudos associam eventos fisiolégicos nas plantas

com a relagéo entre duas ou mais PAs (Pieruzzi et al., 2011).

Durante os processos de embriogénese soméatica e zigéticos, PAs tém sido
usadas como biomarcadores do desenvolvimento (Minocha et al., 1999). Tem sido
proposto que a relacdo Put: Spd é um importante biomarcador da capacidade de
regeneracdo em plantas (Pieruzzi et al., 2011). Estdo disponiveis dados limitados
descrevendo as variagdes nos niveis de PAs e seus modos de acao nos varios
processos morfogenéticos (Silveira et al., 2004b; Santa-Catarina et al., 2006; Nieves
et al., 2008).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O trabalho tem como objetivo estudar os aspectos bioquimicos durante a fase
de multiplicagéo celular, que antecede a formacdo de embrides somaticos, com o
intuito de adquirir conhecimento sobre o desenvolvimento das células de cana-de-
acucar da variedade SP80-3280, para um melhor entendimento da embriogénese

somética nessa especie.

2.2 Objetivos Especificos

e Monitorar o desenvolvimento celular de CE e CNE, durante a curva de

crescimento celular;

e Estudar o perfil de carboidratos e de amido em CE e CNE, durante a

multiplicacéo celular;
e Estudar o perfil de proteinas em CE e CNE, durante a multiplicacéo celular;

e Estudar o perfil das PAs em CE e CNE, durante a multiplicacdo celular.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material Vegetal

Foram utilizados toletes da cultivar SP80-3280, gentilmente cedidos pela
UFRRJ/Campos. Os toletes foram separados de acordo com suas gemas laterais e
plantados em bandejas contendo substrato comercial esterilizado PlantMax®. As
bandejas foram mantidas em temperatura e fotoperiodo ambientes, sendo os toletes
regados diariamente com agua pura, até que as plantas geradas atingissem
aproximadamente 30 cm de altura (entre dois e trés meses de cultivo) (Figura 3),

guando foram individualizadas e utilizadas para o estabelecimento de CE e CNE.

Essas plantas foram lavadas e suas folhas mais externas retiradas (figura 3).
Os cilindros centrais resultantes foram submetidos a desinfecgdo com um min em
etanol 70%, seguido de 15 min em &agua sanitaria comercial 40%, sendo
posteriormente lavados em capela de fluxo laminar com agua destilada autoclavada.
Entdo os cilindros centrais foram seccionados em discos de aproximadamente

3-4 mm que foram utilizados como explantes.

Figura 3 - Esquema da obtengcdo dos explantes primarios na regeneragdo de plantas via embriogénese
somética em cultivares de cana-de-agucar.

D)

]

e/

>

A) Plantas crescidas em substrato comercial com aproximadamente 30 cm de altura. B) Por¢céo de interesse da
planta. C) Porcdo medular formada pelas folhas mais jovens. D) Secdo transversal (TS) como explante na
inducédo dos calos.

FONTE: Fim, 2012.

Os explantes foram inoculados individualmente em tubos de ensaio contendo
20 mL de meio de cultura MS (Murashige, Skoog, 1962) suplementado com
sacarose (30 g.L™Y), phytagel (2 g.L™") e 10 pM de 2,4-D, com pH ajustado em 5,8

(Figura 3). Os tubos inoculados foram mantidos em estufa do tipo BOD, a
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temperatura de 25+1 °C, no escuro, para a inducdo de CE e CNE, que sao o

material vegetal para as andlises realizadas no presente trabalho.

Essas culturas foram estabelecidas em colaboracdo com o Laboratério de
Biotecnologia LBT/CBB/UENF e mantidos em subcultivos periddicos (21 dias) no
Laboratorio de Biologia Celular de Plantas BIOCEL/IB/USP.

3.2 Experimento de Multiplicacéo celular

ApoOs a inducgéo, as culturas obtidas foram separadas em calos embriogénicos
e nao-embriogénicos, os quais foram inoculados separadamente em meio de cultura
MS, suplementado com 30 g.L™ de sacarose, 2 g.L™ de phytagel e 10 uM de 2,4-D,
com pH ajustado para 5,8. Estes foram entdo mantidos em estufa do tipo BOD, no
escuro, com temperatura de 25+1 °C, para acompanhamento da multiplicacdo

celular.

Foram preparadas 36 placas de Petri para cada tipo celular (CE, CNE)
contendo 25 mL do respectivo meio e, em cada placa, foram inoculadas cinco

col6nias celulares, com 200 mg cada.

Em intervalos de quatro dias, durante 32 dias, foram retiradas quatro placas
de cada tipo celular e suas col6nias tiveram a matéria fresca (MF) determinada.
Esses dados foram utilizados para estabelecer a curva de crescimento de cada tipo

celular.

Depois da determinacdo de MF, em cada intervalo de quatro dias, durante os
32 dias do experimento, as colbnias foram isoladas em amostras de 300 mg, sendo
essas congeladas a -20 °C, para posteriores determinacdes bioquimicas de

carboidratos, amido, proteinas e poliaminas.
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3.3 Anélise de Carboidratos

A determinacdo de carboidratos foi realizada de acordo com a metodologia
proposta por Filson, Dawson-Andoh (2009), com modificacdes.

Amostras de 300 mg das CE e CNE foram maceradas a 4 °C, em triplicatas,
com solucdo composta por 1 mL de etanol (EtOH) 80%, 3% (p/v) de
polivinilpolipirrolidona (PVPP) e 1% (p/v) de &cido ascoérbico. Foram entdo agitadas e

incubadas a 70°C por 90 min.

Apos serem incubados, os macerados foram centrifugados a 14000 rpm por
10 min a 4 °C. Entdo os sobrenadantes foram coletados, o0s precipitados
ressuspendidos em 1 mL de EtOH 80% e centrifugados novamente, nas mesmas
condicdes anteriores. Os sobrenadantes resultantes foram adicionados aos

provenientes da primeira centrifugacéo e armazenados a -20 °C.

Os carboidratos foram identificados e quantificados por HPLC usando um
detector de espalhamento de luz (ELSD-LT II), com configuracédo do detector fixada

em: temperatura a 40 °C; pressédo de N2 em 350 kPa, ganho 9 e filtro 4.

Foi utilizada, como fase estacionaria, a coluna Prevail Carbohydrate ES 5 pum
(250 x 4,6mm), com uma pré coluna do tipo Prevail Carbohydrate ES 5 um (7,5 x

4,6mm) (Alltech®) . A temperatura do forno de colunas foi mantida a 25 °C.

Como solventes, que representam a fase movel, foram utilizados: Agua
Milli'Q, como solvente A, e acetonitrila 100%, como solvente B, sendo ambas as
solucdes submetidas a filtracdo prévia, em filtros de 0,2 um. A corrida foi realizada
em gradiente isocratico ajustado para 85% de solvente B durante 30 min. O fluxo de

corrida foi de 1 mL.min™ e o volume da amostra injetado foi 5 pIL.

As areas e tempos de retencdo dos picos de carboidratos foram avaliados por
comparacdo com padrdoes em diferentes concentracdes. Os padrdes utilizados séo
provenientes do Kit CARB 10 (SIGMA-ALDRICH®), em concentracbes entre

0,08 mg.mL™ e 5 mg.mL™, para determinacéo de Frutose, Glicose e Sacarose.
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3.4 Anélise de Amido

Os precipitados restantes da extracdo de carboidratos foram utilizados para
as analises de amido. A extracdo e dosagem do amido foram realizadas segundo a

metodologia de McCready et al. (1950).

Para isso, os precipitados foram lavados duas vezes em 1,4 mL de etanol
80% a 80°C, centrifugados a 14000 rpm, por 15 min a 4 °C e os sobrenadantes
foram descartados. Em seguida os precipitados foram ressuspendidos em 1,4 mL de
Acido Perclérico (PCA) 30% e centrifugados a 14000 rpm por 15 min, a 4 °C. Os
sobrenadantes foram coletados e os precipitados novamente ressuspendidos em
1,4 mL de PCA 30% e centrifugados nas mesmas condi¢cdes anteriores. Os

respectivos sobrenadantes foram misturados, e esses contém o amido a ser dosado.

Para dosagem do amido, aliquotas de 1 mL dos extratos foram adicionadas a
2 mL de antrona 0,2% (diluida em &acido sulfarico 95%). Essas solucbes foram
agitadas e entdo aquecidas a 100 °C em banho seco, por trés min. Apos resfriar a
temperatura ambiente, foi realizada a leitura da absorbancia das amostras, em
espectrofotobmetro a 620 nm. As absorbancias foram anotadas e utilizadas para
calcular a concentracdo de dextrose (pg/mL), através da equacdo de regressao
linear [Dextrose] = f (ABS). Os valores foram multiplicados por 0,9 para obter a
concentragcdo de amido (pg/mL). A quantidade de amido nas amostras foi

determinada a partir de curva padrdo com concentracdes conhecidas de glicose.

3.5 Andlise de Proteinas

A extracdo das proteinas foi realizada de acordo com a metodologia de

Natarajan et al. (2005), com modificacdes.

Amostras de 300 mg das CE e das CNE foram maceradas em triplicatas,
sendo adicionados 1,0 mL de tampdo de extracdo Uréia/Tiouréia contendo
0,01 g.mL™ Dithiothreitol (DTT), 8 pL.mL™ de Triton 100, 2 pL.mL™* de Pharmalyte,
20 uL.mL™ de PMSF, 5 pL.mL™* de Pepstatina (1mM) e 970puL.mL™* de uréia/Tiouréia
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(Uréia 7M, Tiouréia 2M), completou-se o volume com &gua, adicionou-se Amberlite

150 NL para deionizar a solucgao e filtrou-se em membrana 0,22 pm.

Ap6s maceradas, as amostras foram agitadas por 5 min a temperatura
ambiente, e incubadas por 1h a 4 °C e centrifugadas a 14000 rpm por 10 min, a
4 °C. O sobrenadante foi coletado e as proteinas totais foram quantificadas.

Para quantificagdo foi utilizado o 2D Quant Kit GE Healthcare®, seguindo as
indicagbes do fabricante. A leitura da absorbéncia foi realizada em aparelho de
ELISA a 480 nm.

Foi gerada uma curva padrao com soro de albumina bovina (BSA a 2 mg/mL)
em concentracdes entre 0 e 50 ug e esta foi utilizada para calcular a concentragao

de proteinas das amostras.

3.6 Analise de Poliaminas (PASs)

As PAs livres foram extraidas e analisadas em triplicata, seguindo a

metodologia proposta por Silveira et al. (2004b).

As amostras de 300 mg das CE e CNE foram maceradas com 1,4 mL PCA
5% (v/v) e incubadas a 4 °C por uma h, sendo entdo centrifugadas a 14000 rpm por
20 min, a 4 °C. O sobrenadante foi entdo separado e o precipitado ressuspendido
com 0,2 mL de PCA 5% e novamente centrifugado nas condi¢cdes anteriores. Os

sobrenadantes somados foram utilizados para quantificar as PAs livres.

Apés serem extraidas, as PAs foram dansiladas para possibilitar sua
identificacdo. Para tanto, 40 L do extrato de PAs foi homogeneizado com 20 pL de
Diaminoheptano (DAH) 0.05 mM (que foi utilizado como controle interno), 50 uL de
solucdo saturada de carbonato de sédio (NaHCO3) e 100 pL de solucéo Cloreto de
Dansyl (5 mg.mL™ de acetona). Esse homogenato foi incubado a 70 °C, por 50 min.
O excesso de cloreto de dansil foi convertido em dansil-prolina pela adigao de 25 uL
de solugdo de Prolina (100 mg.mL™ de 4gua) com posterior incubagdo por 30 min no
escuro, a temperatura ambiente. Entdo as PAs foram particionadas com 200 uL de
tolueno. A fase orgéanica, contendo as PAs, foi coletada, seca em jato de N2 e

ressuspendida em 175 L de acetonitrila.
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A identificagdo e quantificacdo das PAs foi realizada em HPLC, com coluna
C18 de fase reversa (Shimadzu Shim-pack CLC ODS), usando detector de
fluorescéncia, ajustado com o comprimento de onda de excitacdo a 340 nm e

emisséo a 510 nm. Foram injetados no aparelho 20 yL de cada amostra dansilada.

Como fase movel foram utilizados acetonitrila 10% em agua, com pH de 3,5
ajustado com HCI 1 N, como solvente A, e acetonitrila absoluta, como solvente B,
sendo ambas as solu¢des submetidas a filtracdo prévia, em filtros de 0,2 um. O
programa de eluicdo da fase movel iniciou com 65% de acetonitrila absoluta e foi
gradativamente aumentado até 100%, durante um tempo total de corrida de 34 min,

com fluxo de 1 mL.min™?, a 40 °C.

As areas dos picos e tempos de retencdo de cada PA das amostras foram

avaliadas por comparagdo com concentracdes conhecidas de Put, Spd e Spm.

3.7 Analises Estatisticas

Apoés adquirir os dados quantitativos de carboidratos, amido, proteinas e
poliaminas, estes foram submetidos a analise estatistica utilizando o programa
SAEG®.
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4 RESULTADOS

4.1 Curva de Crescimento

A determinacdo das curvas de crescimento foi obtida através de coletas em
intervalos de quatro dias durante os 32 dias de duracdo do experimento de

multiplicacéo celular (figura 4).

Foi observado que as CE apresentam crescimento significativamente superior
aquele obtido para as CNE (figura 4). As curvas nos permitiram analisar que as CE
passam pela fase de adaptacdo ao novo meio (fase Lag) muito rapidamente. Aos
guatro dias de cultivo CE parecem iniciar a fase de crescimento exponencial (fase
Log), ja atingindo 256 mg, MF significativamente maior quando comparada as
200 mg iniciais. As CE mostram um crescimento exponencial até o 24° dia de
cultivo, onde atingem sua MF maxima de 519 mg. A partir desse momento a MF das
colénias comeca a diminuir, 0 que pode demonstrar a entrada das CE na fase

estacionaria, que possivelmente leva a inviabilidade da cultura (figura 4).

Figura 4 - Curvas de Crescimento elaboradas a partir da determina¢cédo de MF das coldnias.
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Culturas Embriogénicas (CE) E Culturas Nao-Embriogénicas (CNE) ao longo de 32 dias de cultivo, n=3..

FONTE: Fim, 2012.
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Ao analisar a curva de crescimento das CNE foi observado que essas culturas
demandam um tempo maior para se adaptar ao meio (fase Lag), parecendo iniciar
crescimento progressivo (fase Log) somente a partir do 8° dia de cultivo. Além disso,
as CNE demonstram crescimento significativamente menor quando comparadas as
CE, tendo sua MF maxima de 384 mg, que também foi atingida aos 24 dias de
cultivo. Assim como nas CE, a partir desse momento as CNE entram na fase

estacionaria e mostram uma diminuicdo em suas MF (figura 4).

4.2 Carboidratos

Os carboidratos analisados foram frutose, glicose e sacarose. Os resultados
obtidos com a analise do conteudo de frutose mostram uma quantidade muito maior
desse carboidrato em CNE, quando comparadas com as CE (figura 5). Essa
guantidade mostra-se até 10 vezes maior no 12° e 32° dias de cultivo. Porém a partir
do 20° dia de cultivo o conteudo de frutose em CNE reduz, igualando-se com a

guantidade presente em CE apds 20 e 28 dias de incubacao.

Figura 5 - Perfil de Frutose durante a multiplicac&o celular.
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Frutose (mg.g™)

Culturas Embriogénicas (CE) e Nao-Embriogénicas (CNE) acompanhadas ao longo de 32 dias de cultivo. As
médias acompanhadas das mesmas letras ndo apresentam diferencas significativas de acordo com o teste
SNK (p < 0.05). (CV = 25.9%; n=3). Letras mindsculas denotam diferencas entre as culturas; letras
maiusculas denotam diferencas entre os dias de cultivo na mesma cultura.

FONTE: Fim, 2012.
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Na andlise das CE nos diferentes dias de cultivo foi observado um aumento
na quantidade de frutose nos dias 8, 16 e 28, tendo quantidades entre 1,0 e
1,5 mg.g* de MF. Nos demais dias de cultivo as quantidades foram igualmente
baixas, estando entre 0,2 e 0,7 mg.g™" de MF. Frutose atinge sua maior quantidade

em CE no 28° dia de cultivo (1,5 mg.g™* de MF) (figura 5).

Ja nas CNE o contetdo de frutose é alto no inicio do cultivo, do 4° ao 16°
dias, estando entre 3,2 e 4,5 mg.g" de MF. Do 20° ao 28° dias de cultivo, a
guantidade de frutose apresenta uma ligeira redugcdo, com valores entre 1,6 e
2,9 mg.g™* de MF. No 32° dia de cultivo a quantidade de frutose volta a subir (figura
5).

A analise do contetudo de glicose na multiplicacdo celular permitiu observar
gue a quantidade de glicose também €é consideravelmente maior nas CNE, em todo

experimento, alcangando um valor 12 vezes maior aos 24 dias de cultivo (figura 6).

Figura 6 - Perfil de Glicose durante a multiplicagdo celular.
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Culturas Embriogénicas (CE) e Ndo- Embriogénicas (CNE) acompanhadas ao longo de 32 dias de cultivo. As
médias acompanhadas das mesmas letras ndo apresentam diferencas significativas de acordo com o teste
SNK (p < 0.05). (CV = 18.1%; n=3). Letras minusculas denotam diferencas entre as culturas; letras maiusculas
denotam diferencas entre os dias de cultivo na mesma cultura.

FONTE: Fim, 2012.

Nas CE a quantidade de glicose apresenta alternancia entre queda e
acumulo. Nos quatro primeiros dias de incubagdo, a quantidade de glicose é muito

baixa (1,0 mg.g”* de MF) e essa quantidade se repete estatisticamente aos 12, 20,
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24 e 32 dias. Nas coletas realizadas aos 8, 16 e 28 dias de incubacéo, a quantidade
de glicose aumentou, obtendo seu valor mdximo aos 28 dias de cultivo, com
2,6 mg.g™* de MF (figura 6).

Nas CNE h& pouca variacdo estatistica no conteldo de glicose entre os
diferentes dias de cultivo, tendo a sua quantidade variando entre 3,9 e 6,9 mg.g™ de
MF. As maiores quantidades foram encontradas nos dias 12, 16 e 32, estando entre
6,3 e 6,9 mg.g™ de MF (figura 6).

Com a analise do contetdo de sacarose durante a multiplicacéo celular, foi
observado que esta é encontrada em maior quantidade nas CE nos quatro primeiros
dias de cultivo, a partir do qual ao mesmo tempo em que a sacarose aumenta nas
CNE, reduz nas CE. Dessa forma as quantidades se igualam entre 8 e 16 dias de
incubacao, sendo maiores nas CNE entre os dias 20 e 28. As quantidades voltam a

se igualar aos 32 dias de cultivo (figura 7).

Figura 7 - Perfil de Sacarose durante a multiplicagéo celular.
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Culturas Embriogénicas (CE) e N&o-Embriogénicas (CNE) acompanhadas ao longo de 32 dias de cultivo. As
médias acompanhadas das mesmas letras ndo apresentam diferengas significativas de acordo com o teste
SNK (p < 0.05). (CV = 20.8%; n=3). Letras minUsculas denotam diferencas entre as culturas; letras maiusculas
denotam diferengas entre os dias de cultivo na mesma cultura.

FONTE: Fim, 2012.

No estudo das CE entre os dias de cultivo foi visto que o conteudo de

sacarose é estatisticamente superior até o 16° dia de incubacéo, estando entre 5,1 e
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7,1 mg.g™ de MF. No 20° dia de cultivo essa quantidade declina consideravelmente
e se mantém estavel até o final do experimento, estando entre 2,3 e 2,9 mg.g™* de
MF (figura 7).

Se observou que nas CNE, a sacarose ocorre em baixas concentragfes
durante os quatro primeiros dias de cultivo (entre 2,5 e 2,8 mg.g’ de MF),
apresentando progressivo aumento a partir do 8° dia. No 16° dia essa quantidade &
reduzida, atingindo 3,5 mg.g' de MF, seguido de novo aumento nos dias
posteriores, apresentando contetdo maximo aos 24 dias de cultivo (7,1 mg.g™” de
MF). A partir do 28° dia a quantidade de sacarose nas CNE sofre novo declinio,

voltando a se igualar aos primeiros dias de cultivo (figura 7).

Ao compararmos as concentracbes dos trés acucares analisados durante
todo o periodo de incubacédo foi possivel observar que em CE a sacarose é o
carboidrato claramente predominante e a quantidade desse carboidrato comeca a
reduzir no momento em que esses calos atingem o periodo de subcultivo
(transferéncia de meio de cultura) o que acontece aproximadamente aos 21 dias de
cultivo (figura 7). Glicose e frutose em CE tém quantidades consideravelmente
inferiores as observadas em CNE e ndo mostram variacdes significativas entre as
coletas, mantendo ciclos de pequenos aumento e/ou queda ao longo do periodo de

incubacéo (figuras 5 e 6).

E possivel observar também que frutose e glicose mantém uma uniformidade
de variacdo nas CE, tendo momentos de queda e acumulo aproximadamente juntos,
0 que nao ocorre com a sacarose (figuras 5, 6 e 7). Além disso, o maior contetdo de
frutose e glicose nesse tipo celular é encontrado aos 28 dias de cultivo (1,5 e
2,6 mg.g™ de MF, respectivamente), ao contrario da sacarose que tem aos 28 dias

seu menor contetdo (2,3 mg.g™* de MF) (figuras 5, 6 e 7).

Ja nas CNE nao ha predominéancia geral de um carboidrato, eles se alternam
em periodos em que um estd em maior quantidade comparativamente ao outro
(figuras 5, 6 e 7). Foi possivel observar também que apesar dos momentos de
maiores e menores concentracbes de glicose, frutose e sacarose nao serem
convergentes como nas CE, frutose e glicose apresentam certa uniformidade de
variacdo, tendo momentos de declinio e acumulo aproximadamente juntos, como

nas CE (figuras 5 e 6).
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4.3 Amido

Através da quantificacdo de amido foi observado que seu contetdo é variavel
nos diferentes dias de coleta, com maior quantidade em CNE, principalmente no
inicio do cultivo. Nos oito primeiros dias de cultivo e nos dias 16 e 28 a quantidade
de amido € maior em CNE. Nos dias 12, 20, 24 e 32 as quantidades entre CE e CNE

se igualam (figura 8).

Figura 8 - Perfil de Amido durante a multiplicacdo celular.
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Culturas Embriogénicas (CE) e N&o-Embriogénicas (CNE) acompanhadas ao longo de 32 dias de cultivo. As
médias acompanhadas das mesmas letras ndo apresentam diferencas significativas de acordo com o teste
SNK (p < 0.05). (CV = 13.2%; n=3). Letras minusculas denotam diferencas entre as culturas; letras maiusculas
denotam diferencas entre os dias de cultivo na mesma cultura.

FONTE: Fim, 2012.

Em CE, entre as diferentes coletas realizadas durante o acompanhamento,
nao foram observadas grandes variacbes no conteddo de amido. O dia da
inoculacdo (dia 0) e os dias 12, 20 e 24 sdo estatisticamente iguais, com
quantidades variando entre 3,1 e 3,7 mg.g™ de MF. J& os dias 4, 8, 16, 28, 32, tém
guantidades de amido mais baixas e também se mostram estatisticamente iguais

com valores entre 2,1 e 2,5 mg.g™ (figura 8).

Em CNE o dia de inoculacao (dia 0) apresenta maior diferenca estatistica na
guantidade de amido, quando comparado as demais datas de coleta, tendo

5,9 mg.g™ de MF. Entre os dias 4 e 12 foi observado uma variacdo no contetido de
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amido, que sofre acréscimo e queda, tendo quantidades entre 3,3 e 4,7 mg.g™ de
MF. A partir do 12° dia, a quantidade é estatisticamente igual, com valores entre 3,0

e 3,8 mg.g* (figura 8).

4.4 Proteinas

Com a analise quantitativa de proteinas totais nas CE e CNE durante o
periodo de multiplicacdo celular foi possivel observar que ha quantidade protéica
significativamente maior em CE, em todas as datas de coleta, sendo essa
guantidade até quatro vezes superior, no 12° dia de cultivo (figura 9),

comparativamente com CNE.

Figura 9 - Perfil de Proteinas Totais durante a multiplicagdo celular.

OCE BCNE
14
. 12 T aA
<
o 10 A aAB aAB aAB
(o)) aAB
aAB aAB
8 -
é aB aB
[2]
6 -
T 4 bA bA bA bA bA bA
° bA
o 27
0 T T T T T T T T
0 4 8 12 16 20 24 28 32
Tempo de cultivo (dias)
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SNK (p < 0.05). (CV =19.7%; n=3). Letras mindsculas denotam diferencas entre as culturas; letras maiusculas
denotam diferencas entre os dias de cultivo na mesma cultura.

FONTE: Fim, 2012.

A anadlise das CE possibilitou observar pouca variacdo entre as datas de
coleta. O maior contetido de proteinas foi atingido no 12° dia de cultivo (10,7 mg.g™*
de MF), estando os dias 4, 20 e 28 muito proximos a este valor (entre 8,7 e

9,1 mg.g™* de MF). J& a menor quantidade proteica foi encontrada no inicio do cultivo
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e no 8° dia (6,2 mg.g™ de MF), tendo os dias 16, 24 e 32 quantidades proximas a
esses (entre 7,3 e 7,7 mg.g™* de MF) (figura 9).

Por outro lado, em CNE pode-se observar que n&o ocorre diferenga
estatistica significativa entre as diferentes datas de coleta, com valores de proteinas

entre 2,0 e 3,8 mg.g™* de MF (no dia zero e quatro, respectivamente) (figura 9).

4.5 Poliaminas (PAS)

A analise de PAs permitiu o estudo dos contetdos de Put, Spd e Spm em

culturas CE e CNE durante os 32 dias de acompanhamento da multiplicag&o celular.

O estudo de Put possibilitou observar que em CNE existe uma quantidade
muito maior dessa PA, quando comparadas a CE, atingindo um conteudo sete vezes

maior no 20° dia de cultivo (figura 10).

Figura 10 - Perfil de Putrescina durante a multiplica¢do celular.
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denotam diferencas entre os dias de cultivo na mesma cultura.

FONTE: Fim, 2012.

Sobre o contetdo de Put nas CE foi observado que ocorre um acréscimo

progressivo em sua quantidade até o 16° dia de cultivo, subindo de 0,05 para
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0,79 mg.g* de MF. A partir do 20° dia de cultivo a Put apresentou variacdes
subsequentes, ocorrendo quedas e acumulos de sua quantidade até o final do

acompanhamento, com valores entre 0,41 e 0,8 mg.g™ de MF (figura 10).

As CNE demonstram uma uniformidade no contetdo de Put. Esse conteudo é
estatisticamente igual do 4° ao 32° dia de cultivo, com quantidades entre 1,9 e 3,4
mg.g™* de MF. Apenas no dia de inoculacéo (dia 0) essa quantidade sai do padrao,
apresentando quantidade de 0,12 mg.g™" de MF, que é proxima a quantidade

encontrada nas CE nessa data (figura 10).

Ao se analisar o contetdo de Spd em CE e CNE foi observado que existem
poucas diferencas em suas quantidades. Diferencas significativas s6 foram vistas
nos dias 12, onde CE possuem mais Spd, e 20, onde CNE tem maior quantidade

dessa PA (figura 11).

Figura 11 - Perfil de Espermidina durante a multiplica¢do celular.
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SNK (p < 0.05). (CV = 22.4%; n=3). Letras minUsculas denotam diferencas entre as culturas; letras maiusculas
denotam diferencas entre os dias de cultivo na mesma cultura.

FONTE: Fim, 2012.

No estudo das CE nos diferentes dias de cultivo foram observados pequenos
acréscimos e decréscimos ciclicos de Spd, porém esses ndo mostram grandes
diferencas estatisticas. A maior quantidade € encontrada no 12° dia de cultivo e é

igual a 1,0 mg.g™ de MF. O inicio do cultivo (O dias) apresenta o menor contetido de
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Spd, que é de 0,32 mg.g™ de MF. As demais datas de coleta tém quantidades entre
0,52 e 0,82 mg.g™* de MF (figura 11).

Na andlise de Spd nas CNE foram observados ciclos bem parecidos com os
encontrados nas CE, tendo pequenos acréscimos e decréscimos que ndo geram
diferencas estatisticas consideraveis. Apenas o 20° dia se destaca, tendo uma
guantidade bem superior de Spd, quando comparado aos demais dias de cultivo,
sendo igual a 1,41 mg.g™ de MF. O dia de inoculacdo (dia 0) apresenta a menor
quantidade dessa PA (0,14 mg.g™ de MF). As demais coletas tém valores entre 0,34
e 0,64 mg.g™ de MF (figura 11).

O estudo do contetdo de Spm em CE e CNE aponta uma maior quantidade
dessa PA em CNE no inicio do cultivo (0 dias) e aos 20 dias, momento em que o
conteudo de Spm em CNE é 12 vezes maior que em CE. Nas demais datas do
acompanhamento a quantidade de Spm em CE e CNE é estatisticamente igual
(figura 12).

Figura 12 - Perfil de Espermina durante a multiplicacdo celular.
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denotam diferencas entre os dias de cultivo na mesma cultura.

FONTE: Fim, 2012.

Ao analisar o conteido de Spm em CE foi observado que sua quantidade é

um pouco maior na inoculagao (0 dias) e nos dias 4, 20 e 24, apresentando valores
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entre 0,08 e 0,12 mg.g™* de MF. Nas demais datas do acompanhamento, essa PA

tem valores mais baixos, entre 0,05 e 0,06 mg.g™ (figura 12).

J& a andlise de Spm em CNE mostra valores altos no inicio do cultivo (dia 0),
sendo de 0,8 mg.g™* de MF, e aos 20 dias, de 1,32 mg.g™ de MF. Os demais dias do
experimento possuem valores igualmente baixos de Spm, estando entre 0,05 e
0,15 mg.g™* de MF (figura 12).

A comparacdo dos conteudos das diferentes PAs em CE, possibilitou
observar que Spm é a PA que possui quantidades inferiores nessas culturas, tendo
valores entre 0,05 e 0,12 mg.g™ de MF (figura 12). Put e Spd possuem valores
maiores, alcancando 0,8 e 1,0 mg.g™" de MF, respectivamente (figuras 10 e 11).
Mesmo estando em maiores quantidades essas PAs apresentam valores muito

inferiores as médias encontradas nas CNE.

A analise dos conteudos das diferentes PAs nas CNE aponta a Put como a
PA predominante dessas culturas, tendo valores que alcancam 3,4 mg.g” de MF
(figura 10). Spd e Spm tem quantidades baixas que ndo ultrapassam 1,41 e

1,32 mg.g™* de MF, respectivamente (figuras 11 e 12).

Os dados adquiridos com a analise das PAs totais confirmam a analise feita
entre as PAs estudadas, mostrando que as PAs estdo em maiores concentracdes
nas CNE. Apenas no inicio do cultivo (dia 0) e aos oito dias os valores de PAs totais

se igualam estatisticamente em CE e CNE (figura 13).

Nas CE as PAs totais mostram quantidades sem diferencas significativas
durante o cultivo, tendo valores entre 1,1 e 1,7 mg.g™* de MF. Apenas no momento
da inoculac&o (dia 0) o valor se difere das outras datas, sendo de 0,5 mg.g™ de MF
(figura 13).

O estudo das PAs totais nhas CNE mostra um pico na quantidade de PAs aos
20 dias de cultivo, com valor igual a 5,7 mg.g™* de MF. O momento de inoculacdo
(dia 0) mostrou quantidade inferior as demais datas de coleta, tendo valor de
1,1 mg.g* de MF. No restante do experimento as PAs totais em CNE tem valores

estatisticamente iguais, estando entre 2,3 e 4,0 mg.g™ de MF (figura 13).
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Figura 13 - Perfil de Poliaminas Totais durante a multiplicacao celular.
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FONTE: Fim, 2012.

A razdo entre PAs se estabelece a partir da divisdo do conteudo de Put pela

soma dos conteudos de Spd e Spm [Razéo PAs= Put/(Spd+Spm)].

A partir da analise dessa razdo foi possivel observar que seus niveis sao
muito superiores em CNE, quando comparadas a CE, tendo valores até nove vezes
maiores nessas culturas, nos dias 4 e 12. As quantidades dessa razéo so se igualam

entre CNE e CE no inicio do cultivo (dia 0) e no 20° dia (figural4).

Durante o cultivo, nas CE foi observado que a razao entre PAs sofre aumento
progressivo até o 8° dia, entdo esta razdo entra em ciclos de diminuicdo e aumento
sucessivos que duram até o 24° dia, a partir do qual se estabiliza, até o final do
cultivo. Os dias 4, 12 e 20 tém menores valores, estando entre 0,4 e 0,6. Os dias 8,

16, 24, 28 e 32 tém valores maiores, estando entre 0,8 e 1,0 (figura 14).

Ja a razdo entre PAs nas CNE mostrou pouca variacao significativa entre as
datas de coleta. No dia da inoculacéo (dia 0) e no 20° dia a razéo é estatisticamente
igual, com valores de 0,2 e 1,2, respectivamente. No restante do experimento essa

possui valores superiores, estando entre 3,1 e 5,9 (figura 14).
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Figura 14 - Razao entre Poliaminas durante a multiplicacao celular.
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Culturas Embriogénicas (CE) e Nao-Embriogénicas (CNE) acompanhadas ao longo de 32 dias de cultivo. As
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denotam diferengas entre os dias de cultivo na mesma cultura. Razdo PAs= Put/(Spd+Spm).

FONTE: Fim, 2012.

Em resumo, podemos observar na tabela 1 que, ao se comparar 0S
conteudos totais médios das variaveis analisadas entre CE e CNE, durante a
multiplicacdo celular, apenas o conteudo de sacarose ndo apresentou diferencas
estatisticas significativas. As demais variaveis apresentaram diferencas significativas

(tabela 1), mostrando que CE e CNE séo bioquimicamente diferentes.

Os conteudos totais de proteinas e espermidina sdo maiores em CE. Ja o0s
contetdos totais de amido, frutose, glicose, putrescina, espermina, PAs totais e

razao entre PAs tém maiores valores nas CNE (tabela 1).

Tabela 1 - Quantidades médias dos pardmetros bioquimicos analisados.

CALO Amido  Frut Glic Sac Prot Put Spd Spm PAs Totais Razdo PAs

CE 28b 0,7b 1,3b 45 a 8,0a 0,5b 0,7a 0,1b 1,3b 0,7b
CNE 39a 3,1la 55a 49a 29b 2,4 a 0,5b 0,3a 3,2a 3,8a
CV (%) 13,2 25,9 18,1 20,8 19,7 30,1 22,4 35,6 19,7 33,4

Valores médios (em mg.g™ de MF) dos contelidos totais em culturas embriogénicas (CE) e n&o-embriogénicas
(CNE), seguidos de suas determinacdes estatisticas. As médias acompanhadas das mesmas letras nao
apresentam diferengas significativas de acordo com o teste SNK (p < 0.05). Letras minusculas denotam
diferencas entre as culturas. CV: coeficientes de variacdo. n: 27 para todas as variaveis. Frut= frutose; Glic=
glicose; Sac= sacarose; Prot= proteinas; Put= putrescina; Spd= espermidina; Spm= espermina; PAs Totais=
soma das concentracdes de put, spd e spm; Razao de PAs= [Put/(Spd+Spm)].

FONTE: Fim, 2012
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5 DISCUSSAO

5.1 Curva de Crescimento

Culturas CE e CNE de cana-de-aclcar da variedade SP80-3280 foram
mantidas sob as mesmas condicbes de cultivo para que seu desenvolvimento
durante a multiplicacdo celular pudesse ser acompanhado e comparado. Estas
culturas foram inoculadas em meio MS suplementado com sacarose, phytagel e
2,4-D e foram mantidas durante 32 dias, em estufa do tipo BOD, no escuro, com
temperatura de 25+1°C. A cada quatro dias as CE e CNE tiveram sua MF
determinada e esses valores foram utilizados para elaboracdo de cada curva de

crescimento.

Com as curvas de crescimento das CE e CNE ja estabelecidas (figura 4), foi
observado que os dois tipos celulares apresentam uma dindmica de crescimento
tipica para suspensdes celulares de plantas, representada por uma curva sigmoide
(George, 2008). A curva sigmoide apresentada por George (2008) € composta de
fases Lag, onde as células estdo se adaptando ao novo meio, fase exponencial ou
Log, onde o crescimento celular esta em ascenséo, fase linear, onde o crescimento
celular se estabiliza, e fase estacionaria, onde o crescimento celular diminui e as

culturas podem acabar se tornando inviaveis.

Contudo, através da andlise de matéria fresca foi possivel determinar que as
CE crescem progressivamente do 4° ao 24° dias de cultivo e, a partir do 24°dia,
essas culturas tém seu crescimento reduzido (figura 4). Observamos também que
CNE crescem progressivamente entre o 8° e o 24° dias, a partir deste momento
essas culturas também demonstram decréscimo em seu crescimento (figura 4).
Entretanto, para ambas as culturas ndo foi possivel inferir exatamente a transicao

entre as diferentes fases de crescimento da curva sigmoide.

Essa dindmica de crescimento através de uma curva sigmoéide também foi
observada em outras espécies, como em culturas de A. angustifolia (Silveira et al.,
2006), O. catharinensis (Santa-Catarina et al., 2007), Glycine max (He et al., 2011)
e Phoenix dactylifera L. (Sghaier et al., 2008), porém, em cada espécie as fases da

curva de crescimento se dao em tempos diferentes. Essa variagdo temporal também
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se mostra dependente do meio em que as culturas s&o inoculadas e se estes meios

sédo solidos ou liquidos.

Em CE de soja (G. Max), He et al. (2011) afirmam que o0 momento em que as
culturas iniciam a diminuicdo de sua MF parece representar a entrada das células
em senescéncia. Com a observacdo de que CE e CNE parecem iniciar um
decréscimo de crescimento ao mesmo tempo, aos 24 dias de cultivo, podemos inferir
gue esse decréscimo esta relacionado com a limitacdo de nutrientes no meio de
cultura e que, por tanto, essas culturas necessitam ser subcultivadas, ou seja,

transferidas para novo meio de cultura.

George (2008) afirma que culturas regularmente subcultivadas no final da
fase exponencial normalmente podem ser propagadas por um longo periodo, por
isso este momento seria 0 mais indicado para a subcultura. Neste trabalho foram
realizadas repicagens a cada 21 dias, aproximadamente, tempo que coincide com o

final da fase exponencial.

Além de analisarmos a curva de crescimento para cada tipo celular (CE e
CNE) em separado, fizemos a comparacdo entre o crescimento celular nessas
culturas. Com esta comparacdo observamos que CNE crescem com valores
inferiores as CE (figura 4), o que esta de acordo com o trabalho de Nieves et al.
(2003), onde o autor afirma que CE de cana-de-acucar crescem rapidamente e de
forma organizada, enquanto as CNE crescem mais lentamente e de forma
desordenada. Estes autores explicam que essa diferenca de crescimento pode ser
relacionada a diferencas de metabolismo, pois CE demonstram maior atividade

metabolica comparativamente as CNE.

Contudo, diferentemente dos dados aqui obtidos, no trabalho de Oropeza et
al. (2001) com suspensodes celulares de cana-de-agUcar, 0s autores observaram um
maior crescimento celular em CNE, o que afirmaram ser devido a diferencas entre as
culturas, pois CE, se comparadas as CNE, sdo mais compactas, demandando mais
tempo para estabelecimento de células livres no meio. Podemos relacionar essa
diferenca entre os trabalhos com o fato de que calos que se desenvolvem em meio
sélido ndo demandam tempo para estabelecer culturas livres, diferentemente de
suspensdes celulares. Contudo, apos o estabelecimento das suspensées celulares,

com células livres no meio, este retardo no crescimento tende a ser minimizado.
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Em geral tem sido observado que o comportamento celular, 0 momento em
gue as culturas se encontram em cada fase da curva de crescimento, 0 momento
adequado para repicagem e o potencial embriogénico das culturas séo diretamente
relacionados ao gendtipo de cada espécie e de cada cultivar de cana-de-agucar
(Opereza et al., 2001).

5.2 Carboidratos

A determinacédo de carboidratos nos permitiu estudar os conteudos de frutose,
glicose e sacarose em CE e CNE. Com os dados obtidos no presente trabalho
observamos que a concentracdo de sacarose varia inversamente em CE e CNE
(figura 7) e essa variacao inversa gera uma média do conteudo total de sacarose
sem diferencas significativas entre as duas culturas (tabela 1). Pescador et al. (2008)
mostram que a sacarose tem pouca variacdo no seu conteudo durante o
desenvolvimento da embriogénese somatica em Acca sellowiana, o que ¢é

relacionado pelos autores a presenca de sacarose no meio de cultivo.

Cangahuala-Inocente et al. (2009) sugerem que a disponibilidade de
carboidratos no meio de cultura poderia aumentar os niveis internos de acucares
soluveis. Nos dados aqui obtidos foi observado que em CE a quantidade de
sacarose € alta no inicio do cultivo e declina do 20° dia em diante (figura 7). Este
padrdo indica que as CE podem estar utilizando a sacarose presente no meio de
cultura ja no inicio do cultivo, visando promover o seu crescimento celular, processo
minimizado quando as CE entram na fase estacionéaria, a partir dos 20 dias de
cultivo. Contrariamente, em CNE a quantidade de sacarose é inferior nos primeiros
dias de cultivo (figura 7), pois essas culturas demandam mais tempo para se adaptar
ao meio de cultivo (com maior tempo na fase Lag) podendo, possivelmente desta
forma, requerer sacarose do meio tardiamente. Assim ocorre acréscimo de seu

contetudo somente a partir do 8° dia de cultura.

Com a determinacédo dos contetdos de frutose e glicose foi observado que,
em geral, as concentracdes destes carboidratos sdo superiores em CNE, quando
comparada a CE (tabela 1). Blanc et al. (2002) afirmam que a queda na

disponibilidade de carboidratos dentro das células poderia criar um sinal que
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reorienta os programas de desenvolvimento, podendo gerar células determinadas a
embriogénese somatica. Esses autores também observam valor reduzido das

hexoses intracelulares em Hevea brasiliensis.

No presente trabalho foi observado também que em CE os contetdos de
frutose e glicose variam simultaneamente (figuras 5 e 6), o que é coerente com as
analises realizadas em Acca sellowiana (Pescador et al., 2008), e em sementes de
Pinus taeda (Pullman, Buchanan, 2008), onde essa correlagdo também foi
encontradas no desenvolvimento do embrido. A relacdo entre os contelddos de

frutose e glicose aponta ligagéo estreita entre seus metabolismos.

Santos et al. (2010) citam que em CE de Taxus brevifolia a hidrélise de
sacarose foi associada a disponibilidade de glicose e frutose, 0 que é coerente com
os dados observados no presente trabalho, uma vez que o maior contetudo destas
hexoses, que ocorre aos 28 dias de cultivo, € 0 momento em que encontramos

menor contelido de sacarose.

Elevados contetdos de sacarose também foram observados em CE de Acca
sellowiana (Pescador et al., 2008; Cangahuala-Inocente et al., 2009). Os autores
relacionam um maior conteudo de hexoses a promocéo da diviséo e a diferenciacéao
celular, enquanto que quando sacarose foi 0 aclcar predominante, processos tais
como o alongamento celular e o armazenamento de proteinas e carboidratos
pareceram ser estimulados. Ao compararmos o0s conteudos médios totais dos
carboidratos analisados observamos que em CE o carboidrato predominante € a
sacarose e, em CNE o predominio € de glicose (tabela 1). Assim é possivel inferir
gue as CNE estdo se multiplicando e dividindo, sem ocorrer uma organizacao para
armazenamento de reservas, e que as CE estdo determinadas a desenvolver os
embribes somaticos, se organizando para alocar reservas que usardo no

desenvolvimento destes embrides.

Essa afirmativa é pautada também no fato de ter sido observado que o
conteudo de proteinas totais é significativamente maior em CE no presente trabalho,
demonstrando um maior acumulo de reservas. Sanchez-Romero et al. (2002)
também observaram que embrides zigoticos possuem baixos conteudos de frutose e
glicose e relacionaram esse fato a possivel utilizacdo de hexoses para sintese de

sacarose, que sera necessaria para maturacao dos embrides.
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Krajfidkova et al. (2009) afirmam ainda que a sacarose possui papel na
sinalizacdo e regulacdo da embriogénese soméatica. Além disso, Iragi, Tremblay
(2001) mostram que a sacarose pode atuar como fator de regulacdo da maturacéo
de embribes somaticos através de sua acao como sinal para a sintese de proteinas

de armazenamento.

Contudo, os presentes resultados obtidos para carboidratos sdo contrarios
aos observados por Nieves et al. (2003) para a variedade de cana-de-acucar
CP-5243, onde foram encontradas quantidades superiores de frutose e glicose em
CE, quando comparados a CNE. Os autores afirmam que altos niveis destes séo
devido a uma maior atividade das enzimas invertase acida e neutra em CE dessa
variedade. A atividade de invertase acida e neutra suporta a hidrolise de sacarose
na mobilizacdo de reservas (Nieves et al., 2003), consequentemente encontraram
valores de sacarose menores em CE. Dosagens dessas enzimas seriam
necessarias para relacionarmos sua atividade com o conteudo de carboidratos

encontrado em nosso estudo.

Em M. arbdrea, Martin et al. (2000) também encontraram maiores contetdos
de frutose e glicose e menores conteudos de sacarose em CE ao comparar as CNE.
Os autores, porém, relacionam a quantidade de sacarose a utilizacdo desta para a
formacédo de embrides somaticos in vitro. Contudo, Martin et al. (2000) observaram
gue no inicio do cultivo, quando as culturas ainda ndo desenvolviam embribes, o
conteudo de sacarose nao apresentou diferencas significativas entre CE e CNE.

Como demonstrado por Pescador et al. (2008), o gradiente de carboidratos
parece estar envolvido no controle morfogenético, influenciando na divisao celular e
diferenciacao, além de participar da regulacdo do ciclo celular. Lakshamanan et al.
(2005) afirmam ainda que um conhecimento do metabolismo de sacarose, e
consequentemente de sua relacdo com metabolismos de frutose e glicose, pode

gerar bases sélidas de manipulacédo para melhoria de cultivares de cana-de-acuUcar.

5.3 Amido

A andlise do contetdo de amido foi realizada a partir do precipitado restante

da extracdo dos carboidratos soluveis, de cada tipo celular (CE e CNE). O conteudo
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de amido em CE néo apresentou variacdes significativas durante os 32 dias de
cultivo. CNE apresentaram um conteddo maior e mais variavel no inicio da
multiplicacdo celular, porém a partir do 12° dia a concentracdo de amido € reduzida
e se estabiliza, ndo apresentando diferencas significativas a partir desse momento
(figura 8). Este padrao de variagdo indica que a utilizagdo do amido no periodo inicial
do cultivo em CNE pode estar relacionada com o seu maior tempo na fase lag,
visando se adaptar ao novo meio de cultura e, por isso, utiliza suas reservas para
manter seu metabolismo. He et al. (2011) afirmam que o amido parece ser uma
reserva temporaria de carbono, podendo ser usado a qualquer momento para

biossintese.

Foi observado ainda que o conteudo total de amido € maior em CNE (tabela
1), o que podemos relacionar com o fato de CE serem metabolicamente mais ativas
e, por isso, ndo formarem tantos carboidratos de reserva (amido) quanto as CNE.
Pescador et al. (2008) demonstram que o amido € rapidamente metabolizado em
tecidos embrionarios, fornecendo energia para as intensas atividades mitoticas, por
isso menores quantidades de amido sado encontradas. Blanc et al. (2002) também
demonstraram baixo conteddo de amido em células embrionarias de Hevea

brasiliensis.

Martin et al. (2000) e Cangahuala-Inocente et al. (2009) também sustentam
gue a embriogénese somatica € um processo morfogenético com elevada alocacao
de energia, assim o catabolismo de amido resulta em compostos intermediario que
fornecem o ATP necessario para o metabolismo celular. Este fato seria uma possivel

explicacéo para os baixos niveis de amido encontrados em CE no presente trabalho.

Além disso, Pescador et al. (2008) ainda mostram que, em culturas de A.
sellowiana, células embriogénicas possuem graos de amido menores e menos
numerosos do que as células ndo-embriogénicas. Oropeza et al. (2001), assim como
Ho, Vasil (1983), demonstram também que CE de cana-de-aclUcar apresentam
células pequenas, compactas e agregadas, com nucleos destacados e citoplasma
denso, enquanto CNE apresentam células grandes, vacuolizadas e alongadas, com
citoplasma escasso e com granulos de amido. Esses autores afirmam que essas
caracteristicas celulares sdo o que tornam CE mais ativas metabolicamente e CNE

menos ativas.
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Estudos apontaram que, em CE de diversas espécies como A. sellowiana
(Cangahuala-Inocente et al., 2009), P. americana (Sdnchez-Romero et al., 2002), P.
mariana e P. glauca (Iragi, Tremblay, 2001), o acumulo de amido ocorreu
especificamente em fases finais do desenvolvimento embrionario. Nesses trabalhos,
como nas fases inicias do desenvolvimento ha pouca quantidade de amido,
possivelmente na multiplicacdo celular dessas culturas, momento que as células se
tornaram competentes a embriogénese, células embriogénicas também possuiam

contetdo de amido baixo, como no presente trabalho.

Em M. arb6rea os maiores niveis de amido também foram encontrados em
CNE (Martin et al., 2000). Os autores observaram baixos niveis de amido e altos
niveis de sacarose em CE, o que é coerente com dados analisados no presente
estudo. Eles afirmam que diferencas de contetdo de amido e agucares soluveis séo

uteis como marcadores metabolicos entre CE e CNE.

5.4 Proteinas

Verificou-se pouca variagdo do conteudo de proteinas totais em CE e
diferencas nado significativas no seu contetdo em CNE, durante o experimento de
multiplicacdo celular (figura 9). Entretanto, foi observado que o conteudo de
proteinas totais foi significativamente maior em CE, quando comparadas as CNE,
em todos os momentos do cultivo celular (figura 9; tabela 1). Esses resultados séo
coerentes aos encontrados por Nieves et al. (2003), para a variedade CP-5243 de
cana-de-acUcar e por Oropeza et al. (2001), para variedade cv. PR-62258. Blanc et
al. (2002) afirmam ainda que o alto conteudo de proteinas enddgenas indica um
metabolismo celular muito ativo e recém orientado (passando de células somaticas a

células embrionarias).

Silveira et al. (2004b) afirmam que proteinas de reserva sado fonte de
aminoacidos para a germinacdo das sementes e sdo cruciais até que o embrido
zigotico desenvolva o autotrofismo. Analogo ao desenvolvimento de embriogénese
zigotica, em CE parece estar ocorrendo acumulo de proteinas de reserva durante a
multiplicacdo celular, que seréo utilizadas como fonte de aminoacidos durante a

maturacdo dos embrides somaticos. Segundo Silveira et al. (2004b) as principais
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substancias de armazenamento acumuladas para formacéo de embrides séo lipidios

e proteinas.

Cangahuala-Inocente et al. (2009) sugeriram que altos niveis de proteina em
embrides zigoticos utilizados como explantes, observados no momento da
inoculacdo, podem ser considerados critério para a inducdo de embriogénese
somatica. Esse aumento protéico parece ser necessario para que o explante consiga
responder a sinalizacdo do meio de cultura e se torne competente a embriogénese
somatica, apontando assim maior conteudo protéico em culturas competentes a
desenvolver embrides. Esses autores afirmam ainda que podem haver proteinas que
estdo envolvidas na regulacdo da expansao celular e estabelecimento de

caracteristicas fisicas necessarias para a morfogénese.

Oropeza et al. (2001) relacionam também o maior conteudo protéico de CE a
caracteristicas citologicas de cada tipo de célula. CE possuem células com
caracteristicas que implicariam em alta atividade metabolica, com maiores niveis de
proteinas, mMRNAs, e outros componentes citoplasmaticos, enquanto as
caracteristicas de CNE implicariam em baixa atividade metabdlica e baixos niveis
protéicos. Esses autores demonstraram que diferencas entre CE e CNE se devem a
um padrdo protéico caracteristico, encontrando proteinas de diferentes pesos

moleculares para cada tipo celular (CE e CNE).

Em muitas espécies, como em O. catharinensis (Santa-Catarina et al., 2006),
P. taeda (Silveira et al., 2004b) e A. sellowiana (Cangahuala-Inocente et al., 2009),
foi observado um alto conteddo protéico durante a maturacdo de embribes
somaticos, e esse acumulo é atribuido a producdo de proteinas LEA, que sé&o
consideradas proteinas marcadores da embriogénese somatica. Como as CE se
mostram competentes e determinadas a produzir embrides, ao contrario das CNE, &
explicita a existéncia de diferencas entre as culturas, e essas diferencas podem ser
também atribuidas a producado de proteinas como as do tipo LEA, que geram entéao
um maior conteudo de proteinas totais em CE. Entretanto, esta hipétese somente

podera ser comprovada mediante a identificacdo destas proteinas.

Embora a base bioquimica e molecular da embriogénese somaticas tenha
sido extensivamente estudada em cenoura (Daucus carota), padrdes protéicos de
CE e CNE dessa espécie sao relativamente semelhantes. Ao contrario, as espécies

de gramineas tém um padrdo mais complexo de proteinas relacionadas a
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embriogénese soméatica e esse padrao esta relacionado ao efeito do 2,4-D utilizado
para a inducdo de CE nessas espécies (Opereza et al., 2001). Dessa forma, mais
estudos sdo necessarios para determinar como a expressao diferencial de proteinas

entre CE e CNE esta relacionada a inducdo de competéncia da embriogénese

soméatica em culturas de cana-de-acgucar.

5.5 Poliaminas

A andlise de PAs permitiu estudar os contetdos de Put, Spd, Spm, PAs totais
e razao entre PAs. Put, spd e spm sao as principais PAs encontradas nas plantas
(Silveira et al., 2006; Santa-Catarina et al., 2007), sendo as PAs importantes
moduladores de processos como crescimento, divisdo e diferenciacao celular e as
detentoras de papeis importantes durante o desenvolvimento da embriogénese
somatica e zigoética. Portanto tém sido usadas como biomarcadores do
desenvolvimento durante as diferentes fazes da embriogénese (Santa-Catarina et
al., 2006). Adicionalmente, em coniferas, estudos indicam que as PAs estédo
envolvidas no estabelecimento da competéncia dos tecidos em responder a inducao

da embriogénese somatica (Floh et al., 2007).

Na presente analise de PAs foi observado que Put esta presente em maior
guantidade nas CNE, quando comparadas as CE, durante todo o periodo de
multiplicacdo celular (figura 10). Este padrdo de acumulo refletiu em uma média do
conteudo total de Put significativamente superior em CNE (tabela 1). Estes
resultados estdo de acordo com os obtidos na embriogénese somatica de Quercus
ilex (Mauri, Manzanera, 2011), sendo também encontrados maiores niveis de Put em

tecidos que ndo geram embrifes somaticos.

Ja o conteddo de Spd ndo apresenta grandes diferencas entre CE e CNE
durante a multiplicacéo celular (figura 11). Porém a média do conteudo total de Spd
€ maior em CE (tabela 1), como foi também observado por Mauri, Manzanera

(2011), em Quercus ilex.

Adicionalmente, Spm apresentou maior média do contetdo total em CNE,

sendo a PA que se apresenta em menores valores em CE, assim como em CNE
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(tabela 1). Resultados similares para Spm foram encontrados na pesquisa de
Silveira et al. (2004 b), para P. taeda.

Spd foi a PA que se apresentou com maiores concentracdes em CE. Ja em
CNE a Put foi a PA com concentragdes significativamente superiores (tabela 1).
Durante o crescimento de CE em suspensédo de P. taeda, altos niveis enddgenos de
Put foram associados com a redugdo do crescimento celular enquanto em P.
sylvestris, a Spd parece retardar a proliferacédo celular e o crescimento, promovendo
a maturacéo de embrides (Silveira et al., 2006).

Porém, dados encontrados no trabalho de Nieves et al. (2003), para a
variedade CP-5243 de cana-de-acucar, apesar de mostrarem o maior conteudo de
Spm em CNE e o maior conteudo de Spd em CE, mostraram o conteudo de Put
mais elevado em CE, sendo esta PA predominante tanto em CE quanto em CNE, o
gue difere dos resultados encontrados no presente estudo. Nieves et al. (2003)
também afirmam que os niveis elevados de Spd encontrados em CE de cana-de-

acucar podem ser correlacionados diretamente a embriogénese somatica.

Ja em culturas celulares de Nicotiana tabacum (Floh et al., 2007), embrides
somaticos de O. catharinensis (Santa-Catarina et al., 2007) e CE de A. angustifolia
(Silveira et al., 2006), também foi verificado que as PAs Spd e Spm reduzem o
crescimento celular, promovem a evolucdo morfolégica das CE concomitantemente
a reducao na sintese de oxido nitrico (NO). Put e o NO estariam relacionados com a
divisdo celular, enquanto a Spd e Spm estariam envolvidas na via de diferenciacdo e
com a progressdo da evolucdo morfogenética das CE (Silveira et al., 2006; Floh et
al., 2007).

Floh et al. (2007) afirmam ainda que niveis elevados de Spd foram
associadas as altas taxas de conversbes de embrides somaticos. CE de A.
angustifolia suplementadas com Spd e Spm no meio de cultura também reduziram o
crescimento celular e geraram a evolucdo morfogenética de massas

proembriogénicas (Silveira et al., 2006)

Em sistemas como P. abies (Santanen, Simola, 1992), P. radiata (Minocha et
al., 1999), M. sativa (Cvikrova et al., 1999), e P. ginseng (Monteiro et al., 2002),
aumentos significativos nos niveis de Spd também foram associados com a

formacdo de embrides somaticos. Em diferentes sistemas vegetais tem sido
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sugerido que um adequado desenvolvimento embrionario esta relacionado a uma
diminuicdo dos niveis de Put, acompanhada por aumentos no conteudo de Spd e
Spm (Nieves et al., 2008).

Assim, tdo importante quanto analisar o contetdo de PAs em separado é
analisar a razao entre PAs [Razdo PAs= Put/(spd+spm)]. Autores propéem que nao
apenas o conteudo de PAs, mas também a relacdo Put/Spd, constitui importante
biomarcador da capacidade regenerativa em plantas (Silveira et al., 2004a; Santa-
Catarina et al., 2006; Floh et al., 2007) .

No presente trabalho, em todos o0os momentos do experimento de
multiplicacdo celular foram encontrados maiores valores de razdo entre PAs em
CNE (figura 14), decorrente da maior concentragdo de Put nestas culturas. Assim, a
média do valor total da raz&do de PAs é significativamente menor em CE (tabela 1).
Como pontuado por Nieves et al. (2008) para D. glomerata , a baixa razao entre PAs
esta relacionada a alta capacidade de desenvolver embriogénese. Uma reduzida
razdo entre PAs também foi relacionada com maior germinacdo de sementes e
maior probabilidade de progresséo na embriogénese somatica (Silveira et al., 2004a;
Santa-Catarina et al., 2006).

Os niveis mais elevados de Spd encontrados em CE estdo em
correspondéncia com uma baixa razao entre PAs encontrada nessas culturas, assim
como os altos niveis de Put em CNE também se relacionam a alta razdo entre PAs.
Este padrao foi observado em estudos com diversas espécies, como em milho (Zea

mays) e cana-de-acucar (Nieves et al., 2003) e P. radiata (Minocha et al., 1999).

Em geral, os niveis de PAs séo altos em tecidos que estdo crescendo
ativamente, sugerindo seu envolvimento na divisdo celular e crescimento (Santa-
Catarina et al., 2007) e em tecidos que desenvolvem a embriogénese soméatica
(Mauri, Manzanera, 2011). Contudo, a presente andlise de PAs em cana-de-acucar
mostrou que as PAs totais estdo em maiores concentracbes em CNE, se
comparadas as CE (tabela 1). Este resultado esta coerente com o estudo de Nieves
et al. (2003) com a mesma espécie. Nas CE as PAs totais ndo apresentam
diferencas significativas durante o cultivo, enquanto em CNE apresentam pequenas

variacGes de contetdo durante a multiplicacao celular (figura 13).
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Silveira et al. (2006) citam que a competéncia morfogenética em
gimnospermas esta associada a uma diminuigdo no contetdo PAs livres enquanto
em angiospermas esta caracteristica esta relacionada com altos niveis de PAs livres.
Porém, os resultados obtidos sugerem que, em cana-de-agUcar, a competéncia

morfogenética parece estar relacionada a um baixo nivel de PAs livres totais.

Portanto, parecem ocorrer diferencas significativas nas concentracdes de PAs
em CE de diferentes espécies, indicando que o perfil destes compostos deve ser
genotipo-dependente, como afirmado por Silveira et al. (2004b).

Os resultados obtidos neste trabalho indicam ainda diferentes perfis de PAs
para CE e CNE, que sdo mais uma prova do papel crucial desempenhado pelas PAs
na embriogénese somatica de cana-de-acucar, assim como de muitas outras

espécies.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com os resultados obtidos em nosso trabalho foi possivel analisar e comparar
CE e CNE em seu crescimento celular, quantificando carboidratos soltveis (frutose,
glicose e sacarose), amido, proteinas totais e PAs, determinando assim as
alteracbes endbgenas desses parametros durante o processo de multiplicacdo

celular.

Com o acompanhamento do crescimento celular determinamos as curvas de
crescimento de CE e CNE, efetuadas a partir de suas MF, demonstrando que as CE
possuem maior crescimento celular comparativamente as CNE, o que parece se
relacionar a uma maior atividade metabolica de CE. Além disso, se confirma que a
escassez de nutrientes no meio de cultura influencia diretamente no crescimento
celular in vitro. Foi observado ainda que as curvas de crescimento das culturas
apontam semelhancas com o modelo de curva sigmoide apresentado por George
(2008).

Com a quantificacdo de carboidratos durante a multiplicacdo celular, um
menor conteldo das hexoses analisadas foi encontrado em CE, o que parece se
relacionar com uma reprogramacao do metabolismo celular (Blanc et al., 2002). Em
CE, a sacarose foi o carboidrato predominante, e a predominancia deste carboidrato
se relaciona ao alongamento celular e ao armazenamento de proteinas de reserva,
para determinar a existéncia de potencial para desenvolver embrides somaticos.
Além disso, foi possivel determinar que em CE os metabolismos de glicose e frutose
variam simultaneamente, mostrando estar diretamente ligados e serem utilizados

Nnos mesmos momentos.

Porém o presente estudo ndo pdde explicitar se o carboidrato presente no
meio de cultivo tem relacdes com o0s carboidratos intracelulares. Estudos
posteriores, variando o tipo de carboidrato no meio e a quantidade destes
carboidratos, com simultdnea quantificagcdo de carboidratos externos e internos
durante todo desenvolvimento, se mostram de fundamental interesse para
determinar se a presenca de carboidratos no meio de cultivo realmente tem

correlagdo com os carboidratos intracelulares.
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Com a andlise de amido, verificou-se um maior conteddo em CNE, o que
também pode estar relacionado ao maior metabolismo das CE, que podem estar
utilizando os carboidratos produzidos para desenvolvimento do ciclo celular, ndo
formando reservas, 0 que confirma que o amido € rapidamente metabolizado em

tecidos embrionarios, fornecendo energia para as intensas atividades mitoticas.

Outra perspectiva de andlise futura seria o estudo e quantificacdo das
enzimas-chave relacionadas ao metabolismo de carboidratos, como realizado por
Iragi, Tremblay (2001) para o género Picea, para determinar se as diferencas no
conteudo de carboidratos e amido ocorrem por aumento de producéo ou diminuicdo

de consumo destas variaveis bioquimicas.

Com a quantificacéo protéica observamos que o conteudo de proteinas totais
e significativamente superior em CE, o que foi relacionado com a producédo de
proteinas especificas para o desenvolvimento do embrido. O aumento no conteudo
protéico foi relacionado, por diversos autores, a aquisicdo de competéncia para
desenvolver embribes somaticos. Estudos futuros seriam necessarios para
determinar o padréo de proteinas encontrado na multiplicacédo de CE e CNE, o que
pode ser realizado através de analises da expressdo diferencial de proteinas

utilizando ferramentas protedmicas.

Com a determinacédo de PAs, foi observado que Spd é a PA predominante em
CE, enquanto em CNE predomina a Put. Diversos autores relacionam maior teor de
Spd com a capacidade de maturar embrides somaticos e com a evolucéo
morfolégica das CE. J& o maior conteudo de Put esta relacionado com a divisédo
celular e multiplicacdo, sem ocorrer a diferenciacdo. Esses dados estdo coerentes
com os encontrados para carboidratos e reforcam a capacidade de CE desenvolver

embrides somaticos.

Também observamos uma razéo entre PAs reduzida, bem como baixos niveis
de PA totais, nas CE, o que tem sido relatado na literatura como determinante do
adequado desenvolvimento embrionéario. Para confirmar o papel das PAs durante o
crescimento celular de CE e CNE e durante a maturacdo, diferentes PAs poderiam
ser adicionadas ao meio de cultura, sendo seus conteddos internos e externos
determinados durante todo o desenvolvimento. Ainda, visando compreender os
processos metabdlicos de PAs durante a embriogénese somatica de cana-de-

acucar, analises dos niveis de amino&cidos, principalmente daqueles envolvidos no
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metabolismo de PAs, como arginina, ornitina, metionina e citrulina, seriam de grande
importancia.
Em conjunto, os dados obtidos neste trabalho mostram que as CE e CNE de

cana-de-acUcar possuem caracteristicas bioquimicas diferentes, que possivelmente

estéo relacionadas com a modulagao da sua competéncia embriogénica.
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