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RESUMO

Os recursos florestais envolvendo espécies nativas tem sido historicamente explorados
de maneira extrativista, resultando na ameaga de extingdo para varias espécies arboreas.
Além disso, a floracdo esporadica, a baixa viabilidade das sementes e o crescimento
lento resultam num niimero reduzido de programas de reflorestamento com as espécies
nativas. Neste sentido, estudos bioquimicos associados com a germinagdo e aplicagdes
biotecnoldgicas, como a micropropagacdo, podem representar alternativas viaveis para
propagacdo e conservagao de espécies florestais nativas que se encontram ameacadas,
com potencial relevante de aplicagdo para programas de conservacdo e recuperagdo de
areas degradadas. Neste contexto, o objetivo geral foi analisar alteragdes bioquimicas
associadas a germinacdo de sementes e estabelecer estudos de morfogénese in vitro em
espécies arboreas nativas da Mata Atlantica, como a Dalbergia nigra, Melanoxylon
brauna e Plathymenia. foliolosa. A germinagdo foi realizada em P. foliolosa e D. nigra.
Sementes de P. foliolosa completaram a germinagao antes de D. nigra. O alto conteudo
de sacarose em sementes maduras e aumento crescente no contetido de espermidina e
espermina durante a embebicao (Fase I) e protusao radicular (Fase II) em P. foliolosa
pode estar relacionado com a germinacdo inicial nesta espécie. O alto contetido de
glicose e a presenga de maltose em sementes maduras e nas fases I e II podem estar
associadas com o maior tempo necessario para a germinagao de sementes de D. nigra.
Conteudos de putrescina livre e frutose sdo necessarios para o crescimento das plantulas
(fase III) em ambas as espécies. Estudos de micropropagacdo foram realizadas para as
trés espécies alvo. Em M. brauna e D. nigra, explantes oriundos de segmentos nodais
apicais, intermedidrios e cotiledonares foram responsivos aos tratamentos com
benzilaminopurina (BAP) e acido naftalenoacético (ANA) e isolados ou combinados
entre si, enquanto segmentos de hipocotilos, epicotilos e foliolos inteiros nao
apresentaram resposta morfogenética. A resposta para numero € comprimento de brotos
para cada espécie foi dependente do tipo de explante e dos tratamentos utilizados. Em
M. brauna segmentos nodais apicais e intermedidrios possibilitaram melhor resposta
comparativamente aos cotiledonares, sugerindo o uso de 5 uM de BAP para realizar a
propagacado in vitro. Em D. nigra sugere-se o uso de segmentos nodais cotiledonares e
intermediarios para a propagacao, utilizando-se os tratamentos com 4 uM de ANA + 20
uM de BAP e 10 uM de BAP, respectivamente. Em P. foliolosa verificou-se respostas
nos segmentos nodais apicais e cotiledonares para a propagacdo, usando os tratamentos
controle e com 2,5 uM de ANA + 20 uM de BAP, respectivamente. Verificou-se ainda
formacao de calos em P. foliolosa para a maioria dos tratamentos, obtendo-se gemas
vegetativas, porém estas nao alongaram em brotagdes. Os resultados obtidos neste
estudo sdo inéditos para estas espécies, e mostram compostos associados com a
germinagdo, assim como, os diferentes tipos de explantes respondem diferenciadamente,
em cada espécie, os diferentes tratamentos utilizados.

Palavras chave Aminoacidos, Arboreas nativas, Dalbergia nigra, Germinagao,
Melanoxylon brauna, Micropropagacdo, Plathymenia foliolosa, Poliaminas



ABSTRACT

Forest resources involving native species have been historically exploited in an
extractive way, resulting in the threat of extinction for various tree species. In addition,
sporadic flowering, low seed viability and slow growth result in a reduced number of
programs of reforestation with native species. In this sense, biochemical studies related
with germination and micropropagation may represent viable alternatives for
propagation and conservation of native wood species endangered, with significant
potential application to conservation programs and recovery of degraded areas. In this
context, the objective was to analyze biochemical changes associated with seed
germination and establish studies of in vitro morphogenesis in native tree species of the
Mata Atlantica, such as Dalbergia nigra, Melanoxylon brauna and Plathymenia
foliolosa. Germination was performed in P. foliolosa and D. nigra. P. foliolosa seeds
completed germination before D. nigra. The high sucrose content in mature seeds and
increase in spermidine and spermine content during imbibition (Phase I) and root
protrusion (Phase II) in P. foliolosa may be related to the initial germination in this
species. The high content of glucose and the presence of maltose in mature seeds in
Phases I and II may be associated with longer time necessary for germination of seeds
in D. nigra. Content of free putrescine and fructose are necessary for the seedling
growth (phase III) in both species. Micropropagation studies were performed for the
three target species. In M. brauna and D. nigra, explants from apical, intermediary and
cotyledonary nodal segments were responsive to treatments used, while segments of
hypocotyl, epicotyl and foliar showed no morphogenetic response. The response to
number and length of shoots for each species was dependent on the type of explant and
treatments used. In M. brauna apical and intermediary nodal segments allow the better
response compared to cotyledonary, using 5 uM BAP to perform in vitro propagation.
In D. nigra the use of cotyledonary and intermediary nodal segments were suggested for
propagation, using 4 uM ANA + 20 uM BAP and 10 uM BAP treatments, respectively.
In P. foliolosa shoots were developed from apical and cotyledonary nodal segments
using the control and 2.5 uM ANA + 20 uM BAP treatments, respectively. It was also
found callus formation in most treatments used in P. foliolosa, inducing the formation
of vegetative buds, but these do not elongated to shoots formation. The results of this
study are unpublished for these species, and show differences on compounds associated
with the germination, as well as the differently responses according the types of
explants and different treatments in each species.

Keywords: Amino acids, Dalbergia nigra, Germination, Native trees, Melanoxylon
brauna, Micropropagation, Plathymenia foliolosa, Polyamines.



1 INTRODUCAO

As espécies vegetais da Mata Atlantica localizada na encosta Atlantica brasileira
foram intensamente exploradas especialmente, para a obtengcdo de madeira de qualidade
(Lima e Capobianco, 1997; Colombo e Joly, 2010). Assim a Mata Atlantica desde o século
passado, esta reduzida a pequenos fragmentos florestais por conta da exploragdo de varios
tipos de madeira e a substituicdo da mata nativa por plantagdes de cana-de-agucar, cafg,
cacau ou pasto e assim tém reduzido a floresta a pequenos remanescentes, restando
atualmente, 7% da sua area original (Camara, 2003; Mittermeier et al., 2004; Colombo e
Joly, 2010).

Em decorréncia desta intensa exploragdo, muitas espécies da Mata Atlantica
encontram-se atualmente ameagadas de extingdo e de acordo com a classificacdo da Red
List da International Union of Conservation Nature (IUCN 2015). Em virtude de sua
riqueza biologica e estado atual de degradacdo, a Mata Atlantica foi apontada como um
dos hotspots mundiais, ou seja, uma das prioridades para a conservagao de biodiversidade
em todo o mundo (Myers et al., 2000; Mittermeier et al., 2004).

Levantamentos floristicos e estudos fitossociologicos realizados no Brasil em varias
regides da Mata Atlantica ja atestaram a importancia da familia Leguminosae na
composi¢ao e estrutura desse bioma. Em estudos realizados no estado de Sao Paulo, Rio de
Janeiro e Parand, Leguminosae esta entre as familias mais bem representadas em nimero
de espécies (Silva e Tozzi, 2013).

Destacam-se algumas espécies arboreas da familia Leguminosae de ocorréncia no
Estado do Rio de Janeiro tais como Dalbergia nigra, Melanoxylon brauna e Plathymenia
foliolosa. Estas espécies foram intensamente exploradas por conta das suas madeiras e
encontrando-se, apenas poucas plantas remanescentes nos seus locais de ocorréncia
(Lorenzi, 2002). Como consequéncia da forte exploracdo antropica, estas espécies
encontram-se na lista das espécies que sofrem ameagas de extingao (IUCN 2010; IBAMA,
2012).

O grande desafio deste século ¢ o desenvolvimento de alternativas biotecnologicas
eficazes para a conservacao e recuperacao da Mata Atlantica, pois além de tantos fatores
antropicos da exploragdo predatoria e ocupacdo do mesmo, a falta de conhecimento sobre a
biologia reprodutiva e fisiologia do desenvolvimento, o crescimento lento, a floragdo
esporadica e a baixa viabilidade das sementes de algumas espécies, representam obstaculos
para a regenerac¢ao natural e produ¢do de mudas para programas de reflorestamento com

espécies arboreas nativas.



A aplicagao de técnicas biotecnologicas pode ser uma alternativa viavel para a
propagacdo das espécies arboreas, principalmente por que nestas espécies, os métodos de
propagac¢do por estaquia sdo de dificil controle, devido a relagdo inversa entre a idade das
plantas doadoras e a capacidade de enraizamento das estacas, bem como as sementes
apresentarem baixa viabilidade quando armazenadas por longos periodos e baixa taxa de
germinagdo (Jain e Ishii, 1998).

Assim, visando o estabelecimento de programas para recuperacdo de areas
degradadas, a utilizacdo da cultura in vitro de células vegetais ¢ considerada uma
alternativa promissora na propaga¢dao ¢ produgcdo de mudas de espécies florestais de
interesse para futuros estudos de conservacdo de germoplasma, propagacdo, € também,
producdo comercial. Como uma alternativa a técnicas silviculturais, a propagacao in vitro
tem um grande potencial para micropropagar espécies que: (a) ainda ndo foram
domesticadas, como ¢ o caso das espécies arboéreas nativas, (b) que apresentam
dificuldades de serem propagadas por metodologias tradicionais e (c) cujas sementes
apresentam baixa viabilidade.

A propagacao in vitro de espécies lenhosas tem sido realizados via embriogénese
somatica e organogénese (Attree e Fowke, 1993; Jain et al., 1995a, b; Park et al., 1998;
Santa-Catarina et al., 2001; Steiner et al., 2008; Oliveira, 2010), visando diferentes
objetivos, que vao desde a obten¢do de um modelo referéncia para estudos basicos em
fisiologia e bioquimica, até propagacao clonal, incluindo a conservacao em varias espécies
(Attree e Fowke, 1993; Jain e Ishii, 1998; Park et al., 1998; Minocha et al., 1999; Astarita
et al., 2003a,b; Silveira et al., 2004a,b; Silveira et al., 2006; Santa-Catarina et al., 2000;
Dias et al., 2009). A inducdo da organogénese depende de sinalizagdes especificas que
possibilitem a manifestacdo da competéncia para o sucesso da resposta morfogenética in
vitro (Féher et al., 2003), sendo necessario analisar o efeito de diferentes reguladores de
crescimento vegetal, como auxinas e citocininas, na indu¢ao, multiplicagdo das brotagdes,
bem como o enraizamento destas, do meio de cultura, e das condigdes de cultura como
temperatura, fotoperiodo, e da espécie. Estes parametros sao fundamentais para estabelecer
as condigdes de propagagdo in vitro para cada espécie. Assim, estudos biotecnologicos
podem contribuir para a conservacao de espécies presentes nesse importante bioma que € a
Mata Atlantica.

O estabelecimento de novas estratégias de conservagcdo das espécies florestais
nativas exige também informacdes sobre os aspectos bioquimicos e fisiologicos que
controlam o desenvolvimento embriondrio € o processo de germinagcdo de sementes. A

ontogénese do embrido e a germinacdo de sementes sdo processos de desenvolvimento que
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resultam de um complexo controle espacial e temporal, onde varios hormonios atuam na
regulacdo da expressdo de multiplos genes (Barendse e Peeters, 1995). Dentre os
reguladores e sinalizadores destes processos temos as poliaminas (PAs), aminoécidos,
agucares soluveis e perfil de proteinas associados aos diferentes eventos.

Estudos tém sido desenvolvidos no sentido de identificar marcadores bioquimicos e
moleculares associados ao desenvolvimento da embriogénese zigdtica e durante a
germinacdo de sementes de espécies arboreas nativas, especialmente associado com os
niveis de PAs, aminoacidos, acido abscisico (ABA) e auxinas (Astarita et al., 2003a,b,c;
Silveira et al., 2004b; Santa-Catarina et al., 2006; Balbuena et al., 2009; Cangahuala-
Inocente et al., 2009; Dias et al., 2009, 2010; Aragdo et al., 2015), embora ainda seja para
um numero reduzido de espécies arboreas.

Desta forma o estudo exposto ¢ relevante para a a compreensao destes processos
que utilizam a biotecnologia para a contribui¢ao cientifica e para conservagao de espécies
nativas da Mata Atlantica, tendo por objetivo identificar os marcadores bioquimicos
associados a germinacdo de sementes e estabelecer estudos de morfogénese in vitro em
espécies arboreas nativas da Mata Atlantica, ameacadas de extin¢do, de ocorréncia no

Estado do Rio de Janeiro, em especial na Regido Centro-Norte Fluminense.



2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Mata Atlantica

A Mata Atlantica estd localizada na encosta Atlantica brasileira entre as latitudes
6°S e 30°S e longitudes 30°W e 50°W, com altitudes variando do nivel do mar até¢ 2700
metros (Lima e Capobianco, 1997). Encontra-se distribuida no Brasil e apresenta grandes
variagdes de relevo, nos regimes pluviométricos e nas unidades fitogeofraficas, as quais
contribuem para a grande biodiversidade deste ecossistema (Silva e Casteleti, 2003). Sua
area de cobertura inclui em seu dominio a Floresta Ombrofila Densa (FOD), Floresta
Ombroéfila Mista (FOM), Floresta Ombroéfila Aberta (FOA), Floresta Estacional
Semidecidual (FES), Floresta Estacional Decidual (FED). Ha também, na formagdo
vegetal de Mata Atlantica, os ecossistemas associados, que por sua vez recebem influéncia
direta das aguas do mar e dos ventos litoraneos, como ¢ o caso dos manguezais e restingas
(Fundagdo SOS Mata Atlantica, 2010).

Ao longo dos anos, desde o século passado, a Mata Atlantica vem sendo reduzida a
pequenos fragmentos florestais por conta da exploragdo de varios tipos de madeira e a
substitui¢do da mata nativa por plantagdes agricolas e pastagem, e assim tém reduzido a
floresta a pequenos remanescentes. A maior parte dos remanescentes continuos da Mata
Atlantica esta localizada principalmente na costa do estado de Sdo Paulo e do Parand, no
sudeste do Brasil, devido principalmente ao relevo irregular da Serra do Mar e Serra de
Paranapiacaba (Camara, 2003; Mittermeier et al., 2004). Sabe-se que a a¢do antropica
como: caca predatdria, queimada, desmatamento e degradacdo do solo t€ém impactado
significativamente o perfil natural deste importantissimo bioma. Estes sucessivos impactos
resultantes de diferentes ciclos de exploracdo, de concentracido da populagdo e dos maiores
nucleos urbanos e industriais levaram a uma dréstica redug¢ao na cobertura vegetal natural,
que hoje estd restringida a 7% da sua area original (Camara, 2003; Mittermeier et al.,
2004).

O aumento do numero de espécies ameacadas na Mata Atlantica esta relacionado a
estes varios impactos que ocorreram na mesma. A ocupacao do territério comecgou pela
costa brasileira devido a facilidade de acesso, fazendo com que a exploragdo se
concentrasse nesta regido (Dean, 2002; Tonhasca, 2005). A grande ocorréncia de espécies
endémicas e a elevada quantidade de espécies arboreas com potencial exploratorio
(Lorenzi, 2002), tornaram as espécies, deste bioma, vulneraveis a extingdo. Em virtude de

sua riqueza biologica e o estado atual de degradagdo, a Mata Atlantica foi apontada como
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um dos hotspots mundiais, ou seja, uma das prioridades para a conservacao de
biodiversidade em todo o mundo (Myers et al., 2000; Mittermeier et al., 2004). A regido da
Mata Atlantica abriga mais de 60% da populacdo brasileira e ¢ responsavel por quase 70%
do PIB nacional (Brasil et al., 2000).

Tonhasca (2005) fez uma sintese dos levantamentos fitossociologicos realizados
neste bioma, mostrando as familias com predominio de vegetagdo arbdrea na Mata
Atlantica e sdo elas: Leguminosae, Myrtaceae, Melastomataceae, Rubiaceae, Arecaceae,
Lauraceae, Euphorbiaceae, Bignoniaceac e Meliaceac. Dentre estas, a familia
Leguminosae, constituida por aproximadamente 727 géneros e 19.327 espécies (Lewis e
Warwick 2003; Lewis et al. 2005), ¢ a segunda maior familia de eudicotiledoneas em
nimero de espécies e a segunda mais importante economicamente no mundo, ficando atras
apenas de Poaceae. E composta por trés subfamilias: Caesalpinioideae que ¢ formada por
quatro tribos, 171 géneros e 2.250 espécies; Mimosoideae, constituida de quatro tribos, 78
géneros e 3.270 espécies e Papilionoideae ou Faboideae, que ¢ a maior das trés
subfamilias, compreende 28 tribos de 478 géneros e 13.800 espécies (Lewis et al., 2005).

Para o Brasil foram catalogados cerca de 212 géneros e 2.720 espécies de
Leguminosae (Lima et al., 2012), cuja ocorréncia ¢ muito significativa na maioria dos tipos
vegetacionais, em especial da Floresta Atlantica, onde a familia possui elevada
representatividade entre os elementos do estrato arbéreo (Lima, 2000). Estimativas
recentes de Lima et al. (2009) listam 945 espécies de Leguminosae para a Floresta
Atlantica.

Levantamentos floristicos e estudos fitossociologicos realizados no Brasil em varias
regides da Floresta Atlantica ja atestaram a importdncia da familia Leguminosae na
composi¢ado e estrutura desse bioma. Em estudos realizados no estado de Sao Paulo, Rio de
Janeiro e Parand, Leguminosae estd entre as trés familias mais bem representadas em
numero de espécies. (Silva e Tozzi, 2013).

Destacam-se algumas espécies arboreas da familia Leguminosae de ocorréncia no
Estado do Rio de Janeiro tais como Dalbergia nigra, Melanoxylon brauna e Plathymenia
foliolosa. Estas espécies foram intensamente exploradas devido ao valor econdmico da
madeira, encontrando-se numero reduzido de plantas remanescentes nos seus locais de
ocorréncia da FOD, FES e restinga (Lorenzi, 2002). Como consequéncia da forte
exploracdo antropica, estas espécies encontram-se na lista das espécies que sofrem
ameacas de extingao (IUCN 2010; IBAMA, 2012).

Muitas espécies arboreas encontram-se em risco de extingdo devido ao alto valor

comercial de seus produtos madeireiros € ndo madeireiros, os quais sdo explorados
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exaustivamente nas florestas brasileiras, sem que ocorra planejamento sustentavel (Matos e
Bovi, 2002; Peres et al., 2003).

O grande desafio deste século ¢ o desenvolvimento de alternativas eficazes para a
conservagao e recuperacdo da Mata Atlantica, pois além de tantos fatores antropicos da
exploragdo predatéria e ocupagdo do mesmo, a falta de conhecimento sobre a biologia
reprodutiva e fisiologia do desenvolvimento, o crescimento lento, a floragdo esporadica e a
baixa viabilidade das sementes de algumas espécies, representam obstdculos para a
regeneragao natural e produgdo de mudas para programas de reflorestamento com espécies
arboreas nativas.

A aplicacdo de técnicas biotecnoldgicas pode ser uma alternativa vidvel para a
propagacdo das espécies arboreas, principalmente por que nestas espécies, os métodos de
propagacao por estaquia sao de dificil controle, devido a relacao inversa entre a idade das
plantas doadoras e a capacidade de enraizamento das estacas, bem como as sementes
apresentam baixa viabilidade quando armazenadas por longos periodos e baixa taxa de

germinagdo (Jain e Ishii, 1998).

2.2 Espécies de estudo

Dentre as espécies de importancia econdmica e ecoldgica, a D. nigra, M. brauna e
P. foliolosa foram utilizadas como espécies alvo para o estudo. A espécie D. nigra,
conhecida popularmente como jacaranda-da-bahia, ¢ wuma arvore perenifolia a
semicaducifolia, com caracteristicas de secundaria tardia a climax e exclusiva da FOD dos
Estados da Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (Lorenzi, 1992). E uma
espécie com alto potencial para o manejo florestal sustentavel. Entre as principais estdo a
sua facilidade de comercializagdo no mercado atual, por sua madeira de alta qualidade
(Embrapa Florestas, 2003).

A espécie M. brauna, conhecida popularmente por brauna preta, ¢ uma arvore
nativa da Mata Atlantica, conhecida pela qualidade e durabilidade de sua madeira, sendo
encontrada desde o sul da Bahia at¢ Sao Paulo, Minas Gerais (Lorenzi, 1992), Goias, Rio
Grande do Norte, Mato Grosso, Maranhao e Piaui (IBAMA, 2012).

P. foliolosa, popularmente conhecida como vinhatico, ¢ uma arvore de ambientes
florestais (Lorenzi, 2002). A espécie chega a alcangar 30 m de altura e mais de 70 cm de
diametro de tronco (Lorenzi, 2002), estende-se no territorio brasileiro pela Floresta
Atlantica, de Sao Paulo a Pernambuco, porém com maior freqiiéncia no Espirito Santo,

Minas Gerais e Rio de Janeiro (Rizzini, 1978).



2.3 Germinacido da semente

Define-se germinagao por uma sequéncia de eventos morfogenéticos decorrentes da
retomada da atividade metabolica do embrido, envolvendo transformacgdes fisicas ¢
bioquimicas que o transformam em uma plantula (Ferreira e Borghetti, 2004; Marcos
Filho, 2005). Alguns autores consideram germina¢do com o surgimento da radicula dentro
do conceito botanico (Ferreira e Borghetti, 2004).

Fatores como luz, temperatura, agua, rigidez do tegumento, oxigé€nio, patdgenos,
entre outros, influenciam o processo germinativo (Silveira et al., 2005; Marcos Filho,
2005). Entretanto, cada espécie responde de forma especifica a um Unico fator ou a
interagdo destes fatores durante a germinacgdo. Para a maioria das espécies arboreas nativas
existem ainda poucas informagdes sobre a fisiologia da germinagdo, e deve-se considerar a
grande diversidade de sementes que muito variam em seus aspectos morfologicos e
fisiologicos e nas respostas aos estimulos ambientais (Scalon et al., 2003).

A embriogénese zigdtica marca o inicio do complexo ciclo de vida das plantas, e o
desenvolvimento do embrido zigdtico ocorre através dos estadios globular, cordiforme,
torpedo e cotiledonar, culminando no desenvolvimento da plantula jovem, apos a
germinagdo. Na fase final do desenvolvimento da maioria das sementes, a maturagao dos
embrides zigoticos precedida pela desidratagdo sdo eventos normais, apds os quais, as
sementes passam para um estado metabolicamente quiescente, podendo permanecer neste
estado por anos, como ¢ o caso das sementes ortodoxas (Hoekstra et al., 2001; Gallardo et
al., 2002). No entanto, as sementes recalcitrantes sdo aquelas que ndo toleram uma alta
desidratagdo durante a maturagdo, e por isso ndo podem ser armazenadas por um longo
periodo, perdendo a viabilidade ap6s poucos meses de armazenamento (Bewley e Black,
1994), como ¢ o caso da Ocotea odorifera (Santa-Catarina et al., 2001) e Ocotea
catharinensis (Santa-Catarina et al., 2006).

Em condi¢des favoraveis de umidade, a semente, caso ndo apresente dorméncia,
tem o seu metabolismo reativado e inicia o processo de germinagdo, que pode ser dividido
em trés fases: embebi¢do, aumento da atividade metabdlica ¢ inicio do crescimento
(Bewley e Black, 1994). Morfologicamente, o inicio do crescimento corresponde a
emergéncia da radicula e o subseqiiente crescimento ¢ geralmente definido como
crescimento da plantula (Gallardo et al., 2002).

Alguns estudos tem sido desenvolvidos pelo grupo de pesquisa no sentido de

identificar marcadores bioquimicos associados ao desenvolvimento da embriogénese
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zigbtica e durante a germinagdo de sementes de espécies arboreas nativas, especialmente
associado com os niveis de poliaminas (PAs), carboidratos soltiveis, aminoacidos, acido
abscisico (ABA), auxinas e andlises protedmica (Astarita et al., 2003a,b,c; Silveira et al.,
2004b; Santa-Catarina et al., 2006; Balbuena et al., 2009; Cangahuala-Inocente et al.,
2009; Dias et al., 2009, 2010; Aragao et al., 2015), embora ainda seja para um nimero
reduzido de espécies arboreas. O melhor entendimento do metabolismo bioquimico
durante o processo germinativo das sementes destas espécies em estudo ¢ de fundamental
importancia tanto do ponto de vista de estudos basicos, considerando a importancia destes
compostos na germinagdo, quanto para manejo, armazenamento e conservacdo das
sementes, uma vez que um grande nimero de espécies arboreas nativas da regido da Mata
Atlantica apresentam baixa viabilidade durante o armazenamento devido a recalcitrancia
de suas sementes.

Dentre os compostos sinalizadores durante o desenvolvimento embrionario e
germinagdo pode ser citados as PAs, aminodcidos e actcares soluveis. As PAs sdo aminas
alifaticas presentes em todos os organismos vivos, € nas plantas atuam na regulacdo de
varios processos, como a biossintese de macromoléculas, divisao e diferenciagdo celular,
organogénese, embriogénese e germinacao (Bouchereau et al., 1999; Minocha et al., 1999;
Shoeb et al., 2001; Silveira et al., 2004a,b; Silveira et al., 2006; Santa Catarina et al., 2006;
Dias et al., 2009; Balbuena et al., 2009; Pieruzzi et al., 2011; Aragdo et al., 2015). As
principais PAs encontradas nas plantas superiores sao a Put (putrescina), a Spd
(espermidina) e a Spm (espermina), ocorrendo na forma livre ou conjugada com acidos
fenolicos e moléculas de baixo peso molecular (Bouchereau et al., 1999; Kuznetsov et al.,
2006).

Durante a germinacdo em sementes de arboreas nativas, estudos mostram a
participacdo das PAs neste processo (Santa-Catarina et al., 2006; Dias et al., 2009; Pieruzzi
et al., 2011; Aragdo et al., 2015). Foi mostrado que os niveis de PAs sdo alterados durante
a germinacgdo de sementes de O. catharinensis, no qual os niveis de Put aumentam no
inicio da germinacdo, enquanto os niveis de Spd e Spm decresceram durante todo o
periodo de germinagao (Dias et al., 2009). Estes estudos sao importantes para entender o
papel destes compostos nestes processos morfogenéticos.

A sintese protéica ¢ uma das principais formas de reserva durante o
desenvolvimento embrionario, sendo regulada pelo suprimento de nutrientes e aminoacidos
livres (Shewry et al., 1995). Nas sementes, os niveis de aminoacidos sdo alterados ao longo
do desenvolvimento, refletindo as alteracdes entre a producdo e a utilizacdo destas

moléculas, podendo pequenas alteragdes na taxa da sintese protéica causar grandes
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flutuagdes nos niveis dos aminoacidos (Macnicol, 1983). Uma absor¢dao ativa de
aminodcidos pelos cotilédones ¢ aparente durante os estagios finais do desenvolvimento de
embrides, quando grandes quantidades de proteinas de reserva sdo sintetizadas nas
sementes (Santa-Catarina et al., 2006).

Segundo Durzan e Chalupa (1976), as alteragdes nos niveis de aminoacidos livres
durante a embriogénese sugerem um efetivo controle genético quanto ao metabolismo do
nitrogénio, determinando forma de crescimento, volume e massa seca da semente. Assim,
os aminoacidos armazenados durante o desenvolvimento da semente sdo utilizados no
processo de germinacgdo, servindo como nutrientes e substrato para o desenvolvimento
inicial da plantula até o autotrofismo (Rock e Quatrano, 1995; Santa-Catarina et al., 2006;
Dias et al., 2009).

Os aminodacidos representam os produtos iniciais de assimilagdo primaria durante a
germinagdo das sementes (Ortiz-Lopez et al., 2000). O padrao de aminodacidos totais foi
observado durante a germinacdo de sementes de O. catharinensis, no qual valores
maximos foram observados na fase de semente madura e apds o processo germinativo
(Dias et al., 2009). Este aumento no contetido de aminoacidos no final da germinacao pode
estar relacionado com a sintese de novos aminoacidos pelas plantulas em desenvolvimento,
cujos compostos serdo utilizados para o seu crescimento (Coruzzi e Last, 2000).

Em sementes da espécie lenhosa Qualea grandiflora nao foi verificado redugdo no
teor de nitrogénio nos cotilédones durante a germinagdo (Paulilo e Felippe, 1994). Por
outro lado, resultados obtidos por Suda e Giorgini (2000) evidenciam a translocacao de
aminodcidos provenientes da degradacdo de proteinas de reserva dos cotilédones para o
embrido em Euphorbia heterophylla e da mesma forma em sementes de Caesalpinia
peltophoroides (Borges et al., 2005). Em Apuleia leiocarpa ¢ em Cedrela fissilis foi
demonstrada a mobilizagdo de reservas dos cotilédones para o eixo embriondrio no
processo de embebicdo durante a germinagdo (Pontes et al., 2002).

Dentre as substancias de reserva, os carboidratos sdo fontes de energia para células
e estruturas de carbono para os processos de biossintese (Corte et al., 2006; Pescador et al.,
2008). A utilizacao destas reservas € variavel de espécie para espécie durante a germinacao
e crescimento da plantula (Pontes et al., 2002).

A disponibilidade de agucares ¢ um importante direcionador do crescimento e
desenvolvimento embriondrio e na germinag¢do de sementes uma vez que estes compostos
atuam como substrato intermedidrio para o metabolismo e como moléculas sinalizadoras
(Baud et al., 2002; Smeekens et al., 2010). Durante a germinagdo e crescimento da

plantula, reservas do cotilédone sdo degradadas e seus produtos, translocados para os
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pontos de crescimento do embrido e da plantula em desenvolvimento, em que sao usados
para varios processos metabdlicos (Kandler e Hopf, 1980; Borges et al., 2002, 2005).

A mobilizagdo pode também ser varidvel entre os diferentes compartimentos da
semente durante a embebigdo, de cotilédones para eixo embriondrio (Pontes et al., 2002;
Dantas et al., 2008). Para tanto, cada espécie realiza a mobilizagdo de determinadas
reservas que serdo uteis para a formagao de estruturas fisicas, como parede celular, ou para
respiracdo, sintetizando intermedidrios metabolicos com finalidades diversas no
metabolismo celular (Borges, 2003; Buckeridge et al., 2004).

Sendo assim o conhecimento do metabolismo dos agucares soluveis em cada
espécie no processo germinativo € importante para a compreensdo da importancia das

reservas dos mesmos durante os eventos germinativos.

2.4 Morfogénese in vitro

A cultura de tecidos possui um papel importante na preservagao e multiplicacdo de
espécies nativas que estejam em vias de extingdo, pois possibilita a obten¢do de um grande
numero de plantas e por propagar espécies que apresentam dificuldades de propagacao por
métodos convencionais, como estaquia ou sementes. Isto € possivel gracas ao conceito de
totipoténcia preconizada por Haberlandt em 1902, que dita que todas as células de um
individuo possuem capacidade de gerar um novo individuo (George et al., 2008).

As células cultivadas in vitro podem manifestar sua totipoténcia por duas principais
rotas: organogénese, que conduz a diferenciacdo de 6rgaos como meristemas, brotos e
raizes; e embriogé€nese somatica, que conduz a formacao de embrides somaticos, seguindo
as fases de desenvolvimento similares do embrido zigdtico, embora devidamente sem
fecundagdo (Segura, 1993).

A organogénese é uma via de regeneragio muito utilizada em cultura de tecidos. E
o processo pelo qual as células somaticas sdo induzidas a mudancas que levardao a
formacdo de uma estrutura unipolar denominada primoérdio caulinar ou radicular (Thorpe,
1994). No caso do explante ja possuir células meristematicas ou meristemas pré-existentes,
ocorrera a organogénese direta, e quando héd a formacao de calo antes do estabelecimento
das células competentes, ocorrerd a organogénese indireta (Peres, 2002).

Segundo Christianson e Warnick (1988) o processo de organogénese pode ser
dividida em trés fases: aquisi¢do de competéncia, inducdo e diferenciacdo. Na primeira
etapa, a desdiferenciacao inicial de células dos explantes resulta em células ou grupos de

células competentes, ou seja, capazes de responder aos efeitos estimuladores do meio de
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cultura para a formacao de gemas, compreendendo a fase de indugdo (fase 2). Na terceira
fase, a transferéncia destas células ja competentes para meios indutores de gemas torna-as
determinadas, isto ¢, comprometidas com uma rota especifica de desenvolvimento. As
células, a partir desta etapa, diferenciam-se em primérdios de gemas, mesmo se
transferidas para meios nao indutores (Cary et al., 2001). A obtencdo de organogénese in
vitro é atualmente um processo empirico, necessitando ser testadas para cada espécie as
condicdes relativas a fonte de explante; composi¢do mineral do meio de cultura (e também
suas vitaminas e fontes de carbono); balanco hormonal e condi¢des ambientais (Peres,
2002).

Quanto a fonte do explante normalmente ¢ observado maior sucesso na resposta
morfogenética se for utilizado explantes de tecidos jovens, os quais possuem maior
competéncia organogénica. Explantes que contém tecidos meristematicos sao preferidos,
sendo encontrados em gemas caulinares apicais e axilares. Em estudos com espécies
lenhosas para a indugdo de multiplos brotos, utilizou-se explantes de segmentos nodais
apicais e/ou cotiledonares (Kielse et al., 2008; Costa et al., 2010; Gutiérrez et al., 2011;
Gonzalez-Rodriguez, 2010; Gomes et al., 2010), mas ha outros estudos que utilizou-se
cotilédones (Rodrigues et al., 2009), hipocétilos (Cerdas e Gusman, 2004; Yaya et al.,
2005; Pena-Ramirez et al., 2010) ¢ folhas (Rahman et al., 2010).

Na micropropaga¢do pode-se utilizar explantes oriundos de plantulas obtidas da
germinagao in vitro, como fonte de explantes. Estes explantes apresentam vantagens sobre
os explantes oriundos de brotacdes a campo ou casa de vegetagdo, por ja se encontrarem
em condig¢des assépticas e por apresentar maior juvenilidade. (Noleto e Silveira, 2004).

Além da fonte e tipo do explante, o meio de cultura e seus constituintes tem papel
importante na resposta morfogenética. Ao se variar a composi¢do mineral, as vitaminas e
as fontes de aclcares do meio de cultura, diferencas significativas na capacidade
organogenética in vitro sdo encontradas. Contudo, os componentes mais criticos
adicionados ao meio de cultura sdo os reguladores de crescimento. Skoog e Miller (1957)
demonstraram que a formacao in vitro de caule e raiz ¢ controlada pelas concentragdes
relativas entre auxina ¢ citocinina. Meios de cultura contendo um balan¢o auxina/citocinina
favoravel a auxina promoveram a formacao de raizes em tabaco (Nicotiana tabacum). De
modo inverso, balangos hormonais favoraveis a citocinina promoveram a formagdo de
gemas caulinares. Os balangos hormonais intermedidrios levaram ao crescimento do calo
decorrente da multiplicagdo celular sem diferenciagdo. O calo ¢ considerado um tecido

pouco diferenciado, podendo ser induzido, tornando-se determinado e, finalmente sofrer
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diferenciagdo para formar gemas caulinares ou raizes conforme o balango hormonal
aplicado (Skoog e Miller, 1957; Perez, 2002).

Em geral, as brotacdes sdo induzidas em um meio de cultura enriquecido com
citocininas e, subsequentemente, estas brotacdes sdo enraizadas em meio de cultura
contendo auxina (Nicioli et al., 2008). Existem varios estudos de regeneracao de plantas
lenhosas com a utiliza¢do dos diferentes tipos de hormdnios como acido naftalenoacético
(ANA), benzilaminopurina (BAP) acido giberélico (GA3) e acido indolbutirico (AIB),
isolados e/ou combinados entre si € muitos na presenga de carvao ativado (Cerdas e
Guzman, 2004; Chen et al., 2010; Gonzalez-Rodriguez et al. 2010; Golle et al., 2012;
Junior e Scherwinski-Pereira, 2012; Assis et al., 2012). Nestes estudos foi verificado o uso
do meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962), onde se obteve bons resultados para o
estabelecimento e desenvolvimento in vitro de varias espécies lenhosas.

A micropropagacao via organogénese, apresenta um grande potencial de aplicacao
na produ¢do de mudas que podem ser utilizadas em programas de reflorestamento e
restauragdo de 4reas degradadas, bem como em programas de conservagdo de
germoplasma, especialmente de espécies arboreas nativas ameagadas de extingdo (Viana et
al., 1999; Rocha et al., 2007; George et al., 2008; Muioz-Concha e Davey, 2011; Gomes et
al., 2010). Em espécies lenhosas a micropropagagdo vem sendo estudada e tem como
objetivo bdsico o estabelecimento de uma metodologia alternativa as convencionais de
multiplicagdo de individuos superiores (Teixeira, 2001; Pefia-Ramirez et al., 2010;
Gutiérrez et al., 2011). Atualmente tém-se utilizado a cultura de tecidos para obter novos
conhecimentos nos aspectos fisioldgicos, genéticos e moleculares que modulam a
morfogénese in vitro em espécies vegetais arboreas (Shukla et al., 2012; Gupta et al., 2014;
Ahmed e Anis, 2014a,b; Akdemir et al., 2014; Devi et al., 2014).

Para as espécies deste projeto ndo existem relatos em pesquisas divulgadas quanto
ao estabelecimento de estudos associados com a micropropagacao. Desta forma o estudo
exposto ¢ de fundamental importancia para a compreensdo destes processos que utilizam a
biotecnologia para a contribuicao cientifica e para conservagao de espécies nativas da Mata
Atlantica, visando estabelecer estudos de morfogénese in vitro em espécies arboreas
nativas da Mata Atlantica, ameagadas de extingdo, de ocorréncia no Estado do Rio de

Janeiro, em especial na Regido Centro-Norte Fluminense.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral foi analisar alteragdes bioquimicas associadas a germinacgdo de
sementes e estabelecer a morfogénese in vifro das espécies arbdreas nativas da Mata

Atlantica: D. nigra, M. brauna e P. foliolosa.

3.2 Objetivos especificos

a) Analisar altera¢des bioquimicas associadas ao conteudo de agtlicares soluveis, PAs
e aminoacidos durante a germinacdo de sementes de espécies arboreas nativas da
Mata Atlantica: D. nigra, M. brauna e P. foliolosa.

b) Identificar as melhores concentracdes e combina¢des de reguladores de
crescimento para a indugdo e desenvolvimento de brotagdes in vitro e enraizamento
das mesmas brotagdes de espécies arboreas nativas da Mata Atlantica: D. nigra, M.

brauna e P. foliolosa.
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4 CAPITULO 1: Altos niveis de sacarose, espermina e espermidina
estio relacionados com a germinacio inicial em Plathymenia foliolosa
comparado com Dalbergia nigra*

*Dados publicados: Rios, AP de S, Aragdo, VPM, Passamani, LZ, Macedo, AF, Fulgéncio, LAP, Floh, EIS,
Barroso, DG, Silveira, V, Santa-Catarina, C. High level of sucrose, spermine and spermidine are related with
the early germination in Plathymenia foliolosa compared to Dalbergia nigra. Theoretical and Experimental
Plant Physiology. DOI 10.1007/s40626-015-0048-0, 2015.

4.1 Resumo

As sementes sdo as principais estruturas responsaveis pela continuidade do ciclo de
vida das plantas. O objetivo deste estudo foi investivar a relacdo entre os carboidratos
soluveis, poliaminas (PAs) e aminoacidos na germinagdo da semente e crescimento inicial
das plantulas em Plathymenia foliolosa Benth. E Dalbergia nigra (Vell.) Allemao ex
Benth., duas fabaceas nativas da Mata Atlantica, ameagadas de extingdo. As analises foram
realizadas em sementes maduras (antes) e apos 1, 2, 5 e 8 dias de embebicdo para P.
foliolosa e ap6s 2, 5, 8 e 11 dias para D. nigra, correspondendo as fases embebicgao (fase I),
protusdo radicular (fase II), alongamento da raiz e crescimento da plantula (fase III).
Sementes de P. foliolosa completaram a germinagdo antes de D. nigra. O alto contetudo de
sacarose em sementes maduras e aumento crescente no conteudo de espermidina e
espermina durante a embebi¢cdo (Fase 1) e protusdo radicular (Fase II) em P. foliolosa
podem estar relacionado com a germinacdo inicial nesta espécie. O alto contetido de
glicose e a presen¢a de maltose em sementes maduras desidratadas e nas fases [ e Il podem
estar associadas com o maior tempo necessario para a germinagao de sementes de D. nigra.
Contetidos de putrescina livre e frutose sdo necessarios para o crescimento das plantulas
(fase IIT) em ambas as espécies. Este ¢ o primeiro trabalho a mostrar uma associagao entre
estes compostos durante a germinagdo e crescimento inicial da plantula nestas espécies.
Esta caracterizagdo contribui para a o conhecimento bioquimico da germinagdo de
sementes em espécies arboreas e pode ser utilizada para programas de conservagdo de
espécies arboreas ameagadas de extingdo, bem como em abordagens biotecnologicas para

melhorar os métodos alternativos de propagacao in vitro, como embriogénese somatica.

Palavras chave : Germinagdo, Plathymenia foliolosa, Dalbergia nigra, Mata Atlantica.
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4.2 Introducao

As sementes sdo os principais 6rgaos responsaveis pela manutencdo evolutiva da
linhagem da planta. Estas armazenam o material genético, garantindo assim a continua¢ao
do ciclo de vida da planta na geracdo seguinte. Durante o desenvolvimento, as sementes
acumulam quantidades significativas de compostos de reserva, como nutrientes, os quais
serdo utilizados como fonte de energia nos estagios iniciais de germinagdo das sementes,
enquanto a plantula ainda permanece heterotréfica (Galili et al., 2014).

O processo de germinacdo ocorre em trés fases distintas: embebicdo (fase I),
germinagdo stricto sensu (a ocorréncia da germinacgao, fase II), e crescimento de plantulas
(fase IIT) (Bewley, 1997). A germinacao ¢ completada pela protrusdo da radicula visivel
através das camadas de revestimento (testa), ocorrendo o estabelecimento da plantula
(Weitbrecht et al., 2011). A germinagdo das sementes ¢ regulada de forma organizada,
envolvendo a geracdo de um potencial de crescimento no embrido necessario para superar
a resisténcia mecanica do endosperma, bem como a reorganizagdo de estruturas
subcelulares e a reativagdo do metabolismo (Rosental et al., 2014). A presenca ¢
abundancia de enzimas metabolicas armazenadas, proteinas associadas com a sintese de
aminoacidos, amido e mobilizagdo de proteinas estdo presentes nas sementes maturas, o
que sugere um papel fundamental dos processos metabolicos nos estagios iniciais de
germinagdo (Rosental et al., 2014). Além destes compostos, outros como as poliaminas
(PAs), também estdo envolvidos no desenvolvimento de sementes e da germinagdo
(Minocha et al., 1999; Astarita et al., 2003b; Silveira et al., 2004b; Dias et al., 2009;
Balbuena et al. 2009; Dias et al., 2010; Pieruzzi et al., 2011; Joosen et al., 2013).

Aminoacidos livres sdo armazenados em sementes maturas para utilizagdo durante
as primeiras horas de embebicdo (Weitbrecht et al., 2011), proporcionando um substrato
para a producdo de energia nas sementes em processo de germinacdo (Rosental et al.,
2014). No entanto, em algumas espécies, a sintese de novo de proteinas € necessaria para a
germinagdo, uma vez que os aminoacidos livres armazenados nas sementes maturas nao
sdo suficientes para a sintese de proteinas durante a germinagdo (Bewley et al., 2012).
Assim, a degradacdo das proteinas de reserva inicia durante as primeiras horas de
embebic¢do (Sreenivasulu et al., 2008). Proteinas de reserva sdo concentradas em vacuolos
de armazenamento de proteina de reserva no eixo embriondrio ¢ em células dos
cotilédones em dicotiledoneas, assim como no endosperma e camada de aleurona nos
cereais. Estas proteinas sdo as primeiras a serem degradadas no embrido e sdo utilizadas

localmente (Bewley et al., 2012).
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Os agticares soluveis estdo envolvidos na sinalizagao celular, transporte e expressao
do gene em plantas (Smeekens et al., 2010), bem como podem também podem atuar na
sinalizacdo de hormdnios de crescimento vegetal para modular processos essenciais como
estabelecimento dos embrides, germinagdao de sementes, € o crescimento das plantulas
(Eveland e Jackson 2012). Durante a embebicao, alguns carboidratos como a sacarose, ¢
consumido durante as primeiras 48 horas apds a embebicao, até a protrusdo da raiz (Joosen
et al., 2013), enquanto em outras espécies, a sintese de sacarose ¢ mais importante para o
estabelecimento de plantulas no processo pos-germinativo (Penfield et al., 2004;
Holdsworth et al., 2008; Weitbrecht et al., 2011). Os niveis de glicose armazenada
reduzem no inicio da embebicdo seguido de aumento em seus conteudos (Joosen et al.,
2013), sugerindo resposi¢do de glicose. Este fendmeno também ¢ sugerido para os niveis
de frutose, que sdao baixos no inicio da germinacao e aumentam gradualmente (Allen et al.,
2010). O papel dos agucares soltiveis durante o desenvolvimento do embrido foi estudado
utilizando predominantemente sementes de leguminosas como modelos (Borisjuk et al.,
2004; Hills, 2004). Em leguminosas arboreas nativas, pouco se sabe sobre estas moléculas
durante o desenvolvimento da semente e germinacdao. Assim, uma melhor compreensao
dos sinais associados com diferentes respostas ao carboidrato sera 1til na caracterizagdo
das vias de resposta (Gibson, 2005).

Estudos mostram que as PAs livres, principalmente putrescina (Put), espermidina
(Spd) e espermina (Spm) sao necessarios para diferentes processos de desenvolvimento da
planta (Tiburcio et al., 2014), incluindo o desenvolvimento de sementes e germinagdo de
espécies arboreas (Astarita et al., 2003a; Silveira et al., 2004b; Santa-Catarina et al., 2006;
Dias et al., 2009; Pieruzzi et al., 2011). As PAs sdo fontes de nitrogénio assimilavel,
devido as suas elevadas concentragdes intracelulares, como os grupos nitrogenados de PAs
ao longo de sua cadeia de carbono, sendo eficientemente reciclados e re-assimilado em
varias reacdes bioquimicas como parte de varias funcdes fisiologicas importantes em
plantas (Moschou et al., 2012).

Foi estudada a germinagao das sementes nas espécies arboreas Plathymenia foliolosa
Benth. (Fabaceae - Mimosoideae) e Dalbergia nigra (Vell.) Allemao ex Benth. (Fabaceae
- Faboideae) nativas da Mata Atlantica brasileira. Estas espécies estdo ameagadas de
extingdo devido a sua importdncia econOmica para a producdo de madeira, sendo
classificadas na categoria vulneravel na Lista Vermelha das espécies ameagadas, pela
Internacional Union for Conservation of Nature (IUCN) (IUCN, 2015).

Neste sentido, o conhecimento das caracteristicas genéticas, demograficas e

ecoldgicas das espécies ameagadas de extingdo deste bioma serd necessaria para garantir a
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manutengdo de populagdes naturais (e das espécies) nos fragmentos remanescentes
(Lacerda et al., 2002), bem como os aspectos bioldgicos relacionados para propagacao,
tais como a germinagdo das sementes. Assim, o objetivo do nosso trabalho foi estudar as
alteragoes fisiologicas e bioquimicas durante a germinagao das sementes e o crescimento
inicial de plantulas de duas espécies arboreas, P. foliolosa e D. nigra, nativas da Mata
Atlantica brasileira. Temos a inten¢do de verificar se hd diferengas nos teores e tipos de
compostos enddégenos como carboidratos, aminoacidos e PAs durante a germinagdo destas
espécies. Responder a esta pergunta pode ser chave para entender o processo de

germinacgdo nessas espécies que estdo ameagadas de extingao.

4.3 Materiais e métodos

4.3.1 Material vegetal e germinacio da semente

Sementes maduras de P. foliolosa e D. nigra foram utilizadas para ensaios de
germinacdo e andlises bioquimicas. Sementes de D. nigra foram obtidas do Viveiro
Caigara em Brejo Alegre, SP, Brasil (21°10' S, 50°10"' W) e sementes de P. foliolosa foram
obtidas na cidade de Santa Maria Madalena — RJ, Brasil (21°57'S, 42°00' W).

Para a germinacdo, as sementes foram desinfestadas de acordo com Santa-Catarina
et al. (2001). As sementes foram lavadas com 250 mL de &gua destilada e imersas em
etanol 70% (v/v) por 1 min, seguido de agua sanitaria comercial Qboa® (Anhembi AS,
Osasco, Brasil) contendo 2-2,5 % (v/v) de cloro ativo e suplementada com fungicida
Derosal® 500 SC (Bayer, Sdo Paulo, Brasil) (ingrediente ativo carbendazim 500 g.L™!'; 200
uL de Derosal® por 1000 mL de solugdo) por 30 min. As sementes foram enxaguadas por
cinco vezes em agua destilada autoclavada. Em seguida, as sementes foram transferidas
para placas de Petri contendo duas camadas de papel de germinacdo (germibox) com 10
mL de &4gua destilada autoclavada. As sementes foram incubadas em camara de
crescimento com fotoperiodo de 16 h com intesidade luminosa de 22 pmol m?s™!e 25 + 2
°C.

Um experimento prévio foi conduzido para estabelecer as datas de coleta das
amostras para cada espécie, sendo a germinacao monitorada diariariamente por 12 dias. A
partir deste ensaio, as datas estabelecidas para analises foram: sementes maduras (antes da
embebicdo), embebicdo (fase I), germinagdo com protusdo radicular (fase II) e
alongamento da raiz e crescimento da plantula (fase III — eventos pds-germinativos)

(Tabela 1).

17



Para as andlises bioquimicas, triplicatas bioldgicas para cada analise bioquimica
foram coletadas em cada fase determinada. Cada amostra biologica foi obtida de um
volume de pelo menos 100 sementes, com retirada do tegumento. As amostras foram
armazenadas em microtubos de 2 mL contendo 200 mg de massa fresca (MF) para as
analises de PAs e aminoacidos € 300 mg de MF para anélises de carboidratos soluveis. As
amostras foram armazenadas a -20°C at¢ a realizagdo das andlises bioquimicas.

O conteudo de agua (CA), MF e massa seca (MS) foram avaliados durante a
germinacdo para cada espécie. Para esta andlise, triplicatas bioldgicas contendo 10
sementes cada foram utilizadas em cada tempo de andlise. Para analise da MS as sementes
foram pesadas antes e ap6s 48 h de incubacdo a 105 °C. MS foi determinada usando a

seguinte formula: AC = MF — MS .

4.3.2 Determinacao de acuicares solaveis

Os carboidratos soluveis foram determinados a partir de trés amostras bioldgicas
(300 mg MF cada triplicata) de acordo com Aragao et al. (2015). As amostras maceradas
em nitrogénio liquido foram extraidas com 1 mL de solucdo de extracdo composta de
etanol 80 % (v/v) (Merck, Darmstadt, Alemanha), a 4 °C. Os extratos foram incubados a
70 °C por 90 min. Em seguida, foram centrifugadas a 20,000 X g por 10 min, e o
sobrenadante foi separado, e os pellets foram lavados com 1 mL da solucao de extragdo e
centrifugado novamente a 20,000 x g por 10 min. Os sobrenadantes foram unidos e
filtrados com membrana 20 pm. Os carboidratos soltiveis foram identificados e
quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japao) com detector de espalhamento de luz (ELSD-LT II - Shimadzu) a 40 °C, e
gés de nitrogénio com pressdao de 350 MPa, e configuracdo de ganho em 9 e filtro em 4.
Foram usadas uma coluna de HPLC Prevail Carbohydrate ES (Alltech Associates,
Deerfield, USA) 5 um (250 x 4,6 mm) e pré-coluna Prevail Carbohydrate ES (Alltech
Associates) 5 um (7,5 x 4,6 mm). O gradiente foi obtido pela mistura de solventes de
acetonitrila absoluta (Merck) e 4gua tipo MilliQ. O gradiente de acetonitrila foi
programado para: 80 % durante os primeiros 16 min, 80 a 70 % entre 16 e 23 min e 70 %
de 23 a 30 min. O fluxo foi de 1 mL min™ a 25 °C. Foram injetados 5 uL da amostra, e 0s
carboidratos soltveis foram determinados pela area do pico e o tempo de retengao obtido
em curva padrao de carboidratos (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA): sacarose, frutose,

glicose e maltose.
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4.3.3 Determinacao de PAs livres

As PAs livres foram determinadas de acordo com a metodologia de Santa-Catarina
et al. (2006) a partir de 3 amostras bioldgicas (200 mg MF cada). As amostras foram
maceradas com nitrogénio liquido e extraidas com 1,6 mL de acido perclorico a 5 % (v/v)
(Merck), e incubadas por 1 h, a 4 °C. Em seguida as amostras foram centrifugadas por 20
min a 20.000 x g, a 4 °C. As PAs livres, obtidas a partir do sobrenadante, foram dansiladas
com cloreto de dansil (Merck) e identificadas por HPLC, usando uma coluna de fase
reversa 5 um (Shimadzu Shin-pack CLC ODS). Os solventes utilizados foram acetonitrila
absoluta (100 %) e acetonitrila 10 % em agua tipo MilliQ, pH 3,5 ajustado com 4cido
acético glacial (Merck). O gradiente de acetonitrila absoluta foi programado para 65 % nos
primeiros 10 min, seguido de 65 a 100 % entre 10 e 13 min, e 100 % entre 13 e 21 min,
com fluxo de 1 mL min™', a 40 °C. A concentracdo das PAs foi determinada usando
detector de fluorescéncia a 340 e 510 nm de excitacdo e emissdo, respectivamente. As
areas dos picos e tempos de retengdo foram mensurados com base na curva padrdo de PAs

(Sigma-Aldrich): Put (putrescina), Spd (espermidina) e Spm (espermina).
4.3.4 Determinacao de aminoacidos livres

Os aminoacidos foram analisados de acordo com a metodologia de Santa-Catarina
et al. (2006) a partir de trés amostras biologicas (200 mg MF cada triplicata). As amostras
foram maceradas com 6 mL de etanol 80 % (v/v) (Merck). Em seguida, as amostras foram
concentradas em “speed vac” (Labconco, Fort Scott, KS, USA), até a eliminagao do etanol.
Em seguida, as amostras foram resuspendidas para 2 mL de agua tipo Milli-Q, e
centrifugadas a 20000 x g por 10 min. O sobrenadante foi filtrado em membrane (20 pm).
Os aminodacidos foram derivatizados com o-ftaldialdeido (OPA) (Merck) e identificado por
HPLC (Shimadzu) usando coluna de fase reversa 5 um (Shimadzu Shin-pack CLC ODS).
O gradiente foi obtido pela mistura de solugdes de metanol 65 % (Merck) com solucdo
salina contendo acetado de sodio (Merck, 50 mM), fosfato de sdédio (Merck - 50 mM), 20
mL L' de metanol, 20 mL L™ de tetraidrofurano (Merck), com pH 8,1 ajustado com 4cido
acético (Merck). O gradiente da corrida para metanol 65 % foi programado para 20 %
durante os primeiros 32 min, de 20 a 100 % entre 32 ¢ 71 min, e 100 % entre 71 ¢ 80 min,
com fluxo de 1 mL min™', a 40 °C. Para a detec¢do de aminoacidos foi usada detector de
fluoresccéncia com excitagdo e emissdo em 250 e 480 nm, respectivamente. A
quantificagdo de aminodcidos foi determinada a partir de areas dos picos e tempos de

retencdo de curva padrao (Sigma-Aldrich): acido aspartico, acido glutamico, asparagina,
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serina, glutamina, histidina, glicina, arginina, treonina, alanina, &cido y-aminobutirico
(GABA), tirosina, metionina, triptofano, valina, fenilalanina, isoleucina, leucina, ornitina e

lisina.
4.3.5 Analises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado. Os dados obtidos foram analisados pel anélise da variancia (ANOVA) (P <
0,05) seguido de teste de separacdo de médias Student—Newman—Keuls (SNK) (Sokal e
Rohlf, 1995) usando o programa R (Fundacdo R para estatistica computacional, versao

3.1.1., 2014, Viena - Austria).
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4.4 Resultados

44.1 Germinaciao da semente

Sementes de P. foliolosa completaram a germinagdo no 2° dia de incubagao,
quando ocorreu a protrusdo da radicula (fase II), seguido de alongamento da raiz (5° dia) e
crescimento da plantula (8° dia). Sementes de D. nigra apresentaram protrusdo da raiz
(fase II) no 5° dia de embebi¢ao, seguido de alongamento da raiz (8° dia) e crescimento da

plantula até 11° dia (fase III) (Tabela 1).

Tabela 1. Esquema mostrando a metodologia para a obten¢do de amostras durante a germinacdo e
crescimento inicial da plantula em P. foliolosa e D. nigra, destacando as principais fases deste processo:
embebicao (fase I), protusdo da raiz (fase II) e alongamento radicular + crescimento da plantula (fase III).
Sementes de P. foliolosa germinaram no 2° dia de incubagdo, seguido de alongamento radicular no 5° dia e
crescimento da plantula no 8° dia. Sementes de D. nigra germinaram no 5° dia de incubac¢do, seguido de
alongamento radicualr no 8° dia e crescimento da plantula até o 11° dia.

Germinagéo Desenvolvimento da plantula
Embebicio  Protusio Alongamento Crescimento
da raiz radicular da plantula
(Fase I) (Fase II) (Fase I1I)
P. foliolosa 1 2 5 8
D. nigra 2 5 8 11

Incubagio (dias)

Sementes de D. nigra apresentaram aumento significativo nos valores de MF e CA
comparado com sementes de P. foliolosa (Fig. 1). Por outro lado, sementes de P. foliolosa
apresentaram valores significativamente superiores de MS durante a embebicdo, protusao
da raiz e alongamento da raiz (Fig. 1b). Foi observado que sementes de D. nigra
necessitam maior absor¢do de 4agua que as de P. foliolosa, as quais germinaram mais
rapidamente ¢ com menor absor¢do de agua (Fig. 1). Além disso, ambas as espécies
mostraram uma padrdo trifisico durante a germinag¢do, com a menor fase de embebicao

(fase I) em P. foliolosa enquanto as sementes de D. nigra mostraram fase [ mais longa.
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Figura 1. Valores (mg) de massa fresca (MF) (A), massa seca (MS) (B) e contetido de agua (CA) (C) em
sementes maduras e durante as diferentes fases de germinacao e desenvolvimento inicial da plantula em P.
foliolosa (%) e D. nigra (®). Letras mailsculas diferentes mostram diferengas significativas para P.
foliolosa entre as fases. Letras minusculas diferentes mostram diferengas significativas para D. nigra entre as
fases. Asteriscos (*) mostram diferencas significativas entre as espécies em cada fase. Médias seguidas por

letras diferentes e asterisco sdo significativamente diferentes (P < 0,05) de acordo com o teste SNK. CV =
coeficiente de variagdo (n =5, CV MF =7,1 %, CV MS = 6,5%, CV CA = 13,9%).
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4.4.2 Carboidratos solaveis

Entre os carboidratos analisados, sementes de P. foliolosa apresntaram sacarose
(Fig. 2A), frutose (Fig. 2B) e glicose (Fig. 2C). Ja as sementes de D. nigra apresentaram
além da sacarose (Fig 2A), frutose (Fig. 2B) e glicose (Fig. 2C), o agucar soltivel maltose
(Fig. 2D).

Em P. foliolosa o contetdo de sacarose decresceu significativamente da semente
madura (antes da embebigdo) até as fases de germinagdo (2° dia) e crescimento inicial da
plantula, enquanto em D. nigra, o conteido de sacarose aumentou significativamente
durante a embebi¢ao (fase ) e protusdo da raiz (fase II) no 5° dia, seguido por uma redugao
significativa durante o crescimento da plantula (Fig. 2A). Entretanto, um conteudo
significativamente alto de sacarose foi observado nas sementes maduras de P. foliolosa
comparado com as de D. nigra.

O agucar soluvel frutose nao foi observado nas sementes maduras de ambas as
espécies (Fig. 2B). Este agucar teve seu conteudo aumentado significativamente apos o
final da germinacdao em P. foliolosa, na fase I1I, durante o alongamento radicular (5° dia) e
desenvolvimento da plantula (8° dia). Em D. nigra, o contetido de frutose aumentou apos a
embebicdo (fase I) no 2° dia, até a fase III, no crescimento da plantula (5° dia). Sementes
de P. foliolosa apresentaram alto conteudo de frutose durante o alongamento da raiz e
crescimento da plantula (fase III) comparado com D. nigra.

O contetido de glicose foi observado em ambas as espécies (Fig. 2C). Entretanto,
em D. nigra o conteido deste aglicar soluvel foi maior em sementes maduras e durante
embebic¢do (Fase I), protusao da raiz (fase II) comparado com P. foliolosa. Nesta espécie, o
conteudo de glicose aumentou significativaemtne apos o final da germinagao, a partir do
alongamento radicular (5° dia) e crescimento da plantula (8° dia), na fase III. Por outro
lado, em sementes de D. mnigra o conteudo deste acucar solivel decresceu
significativamente da semente madura até o alongamento da raiz e aumentou novamente na
plantula (Fig. 2C).

Maltose foi o carboidrato solivel somente detectado em sementes de D. nigra com
decréscimo significativo do contetido na fase I e II, da semente madura até o final da

germinagdo, no 5° dia de incubacao (Fig. 2D).
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Figura 2. Conteudo (pg.g”! MF) de sacarose (A), frutose (B), glicose (C) e maltose (D) na semente madura e
durante as diferentes fases da germinagdo e crescimento inicial da plantula em P. foliolosa () € D. nigra
(®). Letras maitsculas diferentes mostram diferengas estatisticas significativas para P. foliolosa entre as
fases. Letras minusculas diferentes mostram diferengas estatisticas significativas entre as espécies em cada
fase. Médias seguidas por letras diferentes e asteriscos sdo significativamente diferentes (P < 0,05) de acordo
com o teste SNK. FM = Massa fresca; CV = coeficiente de variagdo (n = 3; CV sacarose = 9,3 %; CV frutose
=10,4 %; CV glicose = 25,6 %, CV maltose = 17,0 %).

4.4.3 Conteudo de PAs livres

Entre as PAs analisadas, verificou-se a presenca de Put, Spd e Spm durante a
germinagdo em ambas as espécies (Fig. 3). Em P. foliolosa, os conteudos de Put (Fig. 3A),
Spd (Fig. 3B) e Spm (Fig. 3C) livre foram observados maiores quantidades quando
comparados aos conteudos nas sementes de D. nigra.

Em P. foliolosa o conteudo de Put livre (Fig. 3A) aumentou significativamente na
embebicdo (fase I) e decresceu significativamente apds a germinagdo, durante o
alongamento da raiz. Os contetdos de Spd (Fig. 3B) e Spm (Fig. 3C) livres aumentaram
significativamente durante a embebicdo (fase 1) e protusdo da radicula (fase II),
apresentando altos valores nesta fase. Entretanto, conteudos enddgenos de Spd e Spm
livres decresceram significativamente durante o desenvolvimento da plantula (fase III)
enquanto Put livre aumentou, apresentando altos conteudos desta PA.

Em sementes de D. nigra, o contetido de Put livre aumentou significativamente no
desenvolvimento da plantula (Fig. 3A). Por outro lado, os contetidos de Spd (Fig. 3B) e
Spm (Fig. 3C) livres nao alteraram significativamente durante as diferentes fases

analizadas.
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Figura 3. Conteido (pg.g' MF) de Put (a), Spd (b) € Spm (c) livres em sementes maduras e durante
diferentes fases da germinagdo e crescimento inicial da plantula em P. foliolosa (®7) e D. nigra (). Letras
maiusculas diferentes mostram diferencgas estatisticas para P. foliolosa entre as fases. Letras mintisculas
diferentes mostram diferengas estatisticas para D. nigra entre as fases. Asterisco (¥) mostram diferencas
significativas entre as espécies em cada fase. Médias seguidas por letras diferentes e asteriscos sao
significativamente diferentes (P< 0,05) de acordo com o teste SNK. FM = massa fresca. CV = coeficiente de
variagdo (n = 3; CV Put 23,4%; CV Spd =21,1%; CV Spm = 21,5%).
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4.4.4 Conteudo de aminoacidos livres

Em ambas as espécies foram identificados 18 aminoacidos (Tabela 2). Entre os
aminoacidos, sementes de P. foliolosa, apresentaram conteudos significativamente maiores

para a maioria dos aminoacidos analizados na maioria das fases (Tabela 2 - asteriscos).

Em sementes de P. foliolosa, 14 aminoacidos analisados (acido aspartico, acido
glutamico, serina, histidina, glicina, arginina, treonina, alanina, GABA, tirosina, valina,
fenilalanina, isoleucina, leucina e ornitina) apresentaram alto conteudo na semente madura,
reduzindo o conteudo durante a fase I (embebi¢do) e II (protusdo da raiz). Entre estes, 10
aminoacidos (acido aspartico, acido glutamico, serina, glicina, arginina, alanina, valina,
fenilalanina, leucina e ornitina) apresentaram reducao nos contetidos também na fase III,
durante o alongamento da raiz e desenvolvimento da plantula. Além disso, entre os 18
aminodcidos listados, quatro deles (asparagina, glutamina, tirosina e lisina) apresentaram
um aumento durante a germinag¢dao, com alto conteido no alongamento da raiz e
desenvolvimento da plantula na fase III (Tabela 2).

Entre os 18 aminodcidos analisados em sementes de D. nigra, 7 destes (4cido
aspartico, alanina, GABA, tirosina, valina, fenilalanina, isoleucina e leucina) apresentaram
alto contetdo na semente madura, decrescendo seus valores durante a embebicao (fase I) e
protusdo da raiz (fase II), mantendo conteudos similares na fase III. O conteido dos
aminoacidos histidina e glicina aumentaram o durante o desenvolvimento da plantula (fase
II), enquanto o contetido de arginina aumentou durante a embebicao (fase I) e protusdo da
raiz (fase II) (Tabela II). Por outro lado, para 8 dos 18 aminoacidos analisados ndo foram
observadas diferengas significativas no conteido durante a germinacdo e crescimento da

plantula em D. nigra.
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Tabela 2. Contetido (ug g! MF) de aminoacidos livres na semente madura e apds diferentes fases da

germinagao e crescimento inicial da plantula em P. foliolosa e D. nigra.

Fases
Aminoicido  Espécie Semente Embebi¢io  Protusdo Alongamento Plantula Ccv
madura da raiz radicular (%)
Agido P. foliolosa 23.160,9 A* 4.3253B* 3.2349B 2982 7B*  37152B* 211
S et s 36178 a 15209 b 1.767.7b 7531 b 944.6 b
Acido P. foliolosa 273140A*  112212B*  11.0709B* 11.0547B*  11.183,9B*  18.1
glutﬁmico D. )ﬂ'g]u 73782 a 6.336,0 a 7.1369 a 5.165,1 a 4.030,2 a
P. foliolosa 513855B*  11.707,8C  12.762,6C S1.081,0B* 140.383,6A* 26,6
Asparagina - 6.887.8 32821 32953 4.740,5 3.898.6
D. nigra .887.8 a 3.282,1 a 3.275 3 1:a 7405 a 3.898.6 a
. P. foliolosa 57418,1 A*  33.387.2B* 34.404,0B*  17.6448C* 31.263,6B* 277
Serina D. nigra 14520 a 6596 a 8105 a 13064 a 1.550,7 a
_ P. foliolosa 76.089,2 E*  115.140,7D* 197.466,0C*  299.060.3B* 346.411,5A% 104
Glutamina D 277690 a  30.951,5 a  31.8414 a 294335 a 315761 a
o P. foliolosa  186.791,0AB*  358.884.4C* 594044 C* 191940 1A% 166.790,7B* 148
Histidina D. nigra 23.693.4 b 7.618,6 b 8.753.4 b 65458,0 a 272277 b
_ P. foliolosa 6.105.6 A* 1.517.6B* 1.853 3B* TEER N 2034 C 166
Glicina D, igr 1622 b 461,7 ab 1333 b 603.4 a 829.6 a*
. P. foliolosa 25.853,6 A* 75208 B 6.026.8BC  3.912,8CD* 25412D 236
Arginina D 21710 b 114029a%  9.6242 a* 1203 b 2.1409b
_ P. foliolosa 25.853,6A* 75208 B* 6.0268BC* 30128 CD*  2541.2Da 349
Treonina DL 8542 a 5160 a 5272 a 1440 a 241,3Ab
_ P. foliolosa 13.611,0A*  4.741.6CD*  5.464,8BC* 4243,1D%  6.0793B* 140
Alanina hissiira 3.389.4a 1.569.6b 710,56 91,7 b 1.288,3 b
P. foliolosa 14.920,8A% 4741.6B*  5.464.8B* 4243,IB*  6.0793B* 217
GABA il 3.486,0 a 1.548.6 b 1.095,1 b 7434 b 769,2 b
. P. foliolosa 4059C  12045B* 1.430,8B* 3.5250A%  3408,6A* 351
Tirosina Diips 57.6 A 00 A 0.0 a 0.0 a 8.2 a
o P. foliolosa 16.431.4A% 4.824,1C*  5.514.0B% 4261.8C*  6.035.0B* 9.9
Valina DL 12215 a 408 b 2759 ab 427.8 ab 419.7 ab
o P. foliolosa 12.682,0A* 5562,6B¥  3.2483C* 2.843,6C* 1.532,1D* 9.9
Benilalemic 5 s 12700 a 813.2 ab 4488 b 4425 b 408,6 b
' P. foliolosa 2229, 7A% 584,1C* 682.3C* 1.047,.8B* 1.174,6B* 123
Isoleucina T 4800 a 270,1 b 1462 b 2642 b 302,6 b
_ P. foliolosa 2.259.1A% 682,1B* 561,6C* 376,6D* 4931 C 101
Leucina B 5412 a 5859 a 319.8 B 454.5 ab 431.6 ab
. P. foliolosa 2.834.8 A* 565.3B* 0.0 C 0.0 C 00C 257
Ornitina Dimigza 178.6 a 1842 a 152,2a* 203.4 a* 132,9 a*
P. foliolosa 2.349.4B* 1.355.9C* 1.507,7C* 3.4572A% 783.2D* 20,5
Lisina . iR 923 a 80.8 a 70,1 a 64.8 a 712

CV — coeficiente de variagdo. Letras maiusculas diferentes mostram diferencas estatisticas para P. foliolosa
entre as fases. Letras minusculas diferentes mostram diferengas estatisticas para D. nigra entre as fases.
Asteriscos (*) mostram diferencas significativas entre as espécies em cada fase. Médias seguidas por letras
diferentes e asteriscos sdo significativamente diferentes (P< 0,05) de acordo com o teste SNK (n = 3).

4.5 Discussao

A germinagdo ¢ um processo complexo durante o qual a semente retoma a
intensidade metabolica necessaria para suportar eventos celulares essenciais para permitir
que o embrido inicie o crescimento e se preparar para o posterior crescimento da plantula
(Nonogaki et al., 2010). Este trabalho ¢ o primeiro a mostrar uma associa¢do entre
acucares soluveis, PAs e aminodcicos livres durante a germinacdo da semente e

crescimento inicial das plantulas em P. foliolosa e D. nigra, duas espécies ameacadas de
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extin¢do, nativas da Mata Atlantica, uma das florestas mais ameagadas no mundo. A partir
deste trabalho observou-se que as espécies apresentam diferengas na germinagdo, onde
sementes de P. foliolosa germinaram antes das sementes de D. nigra. Esta germinagdo
inicial pode estar associada com diferencas significativas nos compostos analisados. O alto
conteudo de sacarose em sementes maduras secas € aumentos no contetido de Spd e Spm
livres até a protusdo da raiz (fases I e II) em P. foliolosa pode estar associado com a
germinacdo inicial nesta espécie. Por outro lado, o alto contetido de glicose durante as
fases I e II, provavelmente pela presenca de maltose, pode estar associado com o maior
tempo necessario para a germinagao da semente em D. nigra. Além disso, um aumento no
conteudo de Put livre e frutose € necessario para o crescimento e desenvolvimento de
plantulas (fase III) em ambas as espécies. Esta caracterizagdo ¢ importante e pode
contribuir para o conhecimento bioquimico da germinacdo de sementes de espécies de
arboreas, ser utilizada em programas de conservagao de espécies ameacadas, bem como,
em pesquisas biotecnologicas para melhorar métodos alternativos de propagacao in vitro,
como a embriogénese somatica.

A germinagdo das sementes comega com a absor¢ao de agua pela semente madura e
termina com protrusdo da radicula (Bewley, 1997), sendo os eventos subseqiientes
classificados como eventos pds-germinativo (Gallardo et al., 2002). As sementes de P.
foliolosa apresentaram uma fase de embebi¢do menor comparando com D. nigra, a qual
mostrou maior absorcdo de agua (Fig. 1). A rapida embebicao na fase I resulta na re-
iniciacado do metabolismo basico. Durante esta fase, conhecida como a embebicao fisica,
uma ativacdo das vias metabolicas ¢ causada por um aumento gradual na hidratacdo da
semente (Bove et al.,, 2001). Na segunda fase, a taxa de hidratagdo diminui, e novos
mecanismos fisiolégicos permitem a expansdo das células ao longo dos eixos
embrionarios, que culmina no aparecimento de alongamento das células da radicula,
ocorrendo a protusdo da raiz (Bove et al., 2001). Em P. foliolosa, a germinagdo foi
finalizada (fase II) com a protrusdo da raiz no 2° dia de embebicdo; enquanto a protrusdao
da raiz ocorreu no 5° dia de incubacdo para as sementes de D. nigra, mostrando que
sementes de P. foliolosa germinaram mais rapidamente. Na segunda fase, a taxa de
hidratacdo desacelera e novos mecanismos fisioldgicos habilitam a expansdo celular ao
longo do eixo embrionario, levando ao alongamento celular que resultara na protusdo da
raiz (Bove et al., 2001). Em P. foliolosa, a germinacgao ¢ finalizada (fase II) com protrusao
da raiz no 2° dia de incubacgdo, enquanto em D. nigra a protusdo da radicula ocorre no 5°
dia, mostrando que sementes de P. foliolosa germinam mais rapidamente. Na segunda fase,

substancias osmoticamente activas, tais como agucares e aminodcidos sdo acumuladas,
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resultando no aumento da absor¢do de 4gua que pode coincidir com o afrouxamento da
parede cellular de tecidos circundantes (endosperma), ocorre o alongamento do eixo
embriondrio e a germinacgdo ¢ finalizada (Bove et al., 2001). Os tecidos que revestem o
embrido, como a testa e o endosperma, em D. nigra podem exercer uma resisténcia
mecanica, necessitando assim de maior tempo para a germinagao das sementes
comparando com P. foliolosa. Esta hipdtese estd baseada no fato que, entre as espécies
leguminosas, ¢ comum encontrar sementes duras ou impermedveis a agua, como no
espécies Fabaceae (Rolston, 1978; Smykal et al., 2014). Durante a fase III, o conteudo de
agua (AC) e a MF aumentou significativamente em ambas as espécies, possivelmente pelo
alongamento da radicula e subsequente crescimento da plantula. A determinagdo da curva
de embebicdo ¢ importante para analisar a permeabilidade do tegumento e sua relagdo com
a absor¢ao de agua (Carvalho e Nakagawa, 2000).

Algumas moléculas desempenham um papel importante no crescimento vegetal.
Dentre estas, os carboidratos sdo essenciais para o crescimento. Sementes maduras de
leguminosas podem conter mais de 30 carboidratos soluveis diferentes, sendo a sacarose o
principal componente do contetido de aglicares soluveis totais (Obendorf e Gorecki, 2012).
Entre os carboidratos analisados, um alto conteudo de sacarose na semente madura
sementes de P. foliolosa comparado com D. nigra (Fig. 2) pode estar relacionado com a
germinagdo mais rapida nesta espécie. De acordo com Obendorf e Gorecki (2012), a
aquisicdo da tolerancia a dessecagdo e habilidade em germinar em condigoes de
rehidratagdo em sementes de muitas espécies leguminosas, como Pisum sativum L.,
Glycine max L., Vicia faba L., Lupinus luteus L. e Vicia villosa Roth, é acompanhada do
acumulo de quantidades elevadas de sacarose durante a maturagdo da semente. A presenca
de substancias osmoticamente ativas, como agucares, pode aumentar a absor¢ao de agua e,
em conjunto com o enfraquecimento dos tecidos circundantes (endosperma), promovendo
o alongamento dos eixos embrionarios € a germinagdo (Bove et al., 2001). Além disso, o
decréscimo no conteudo de sacarose em sementes de P. foliolosa durante a germinagao
(Fig. 2a) pode ser associado com a demanda por energia nos estagios iniciais e posteriores
da germinagdo. Joosen et al. (2013) demostraram em sementes de Arabidopsis que a
sacarose ¢ consumida durante as primeiras 48 horas apds a embebigdo, antes da protusao
da raiz. Em sementes oleaginosas, acucares ndo-redutores, como a sacarose, pode ser
convertido temporariamente em amido, o qual reduz a concentragdo osmdtica intracelular,
a qual ¢ requerida para o crescimento do eixo embriondrio (Obendorf e Gorecki, 2012).

O aumento no conteudo de frutose (Fig. 2b) e glicose (Fig. 2¢) em P. foliolosa (Fig.

2) bem como frutose em D. nigra (Fig. 2b) apds a germinagdo pode estar relacionado com
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a degradacdo de sacarose, e sugere a relevante fungdo destes compostos nos eventos pos-
germinativos, quando células em divisdo sdo requeridas para o crescimento da plantula e o
desenvolvimento. E conhecido que estas hexoses possuem um grande potencial de
sinalizagdo na promog¢do do crescimento de o6rgaoos e proliferagdo celular durante o
crescimento da plantula, enquanto a sacarose estd tipicamente associada com a
diferenciagdo do embrido e maturagdo da semente em vdrias espécies (Borisjuk et al.,
2004; Koch, 2004; Allen et al., 2010). Estudos prévios do desenvolvimento de embrides de
leguminosas sugere a ligacdo entre hexoses e ciclo celular, aumentando a atividade
mitdtica (Borisjuk et al., 1998; Borisjuk et al., 2003). Estas informagdes sugerem que os
acucares controlam o ciclo celular pela modulagdo da expressdo do gene da ciclina D
(CycD) (Eveland e Jackson, 2012).

Além disso, a adigdo exdgena de glicose inibe a germinacdo e desenvolvimento
inicial das plantulas em vérias espécies (Price et al., 2003; Gibson, 2005; Hu et al., 2012).
Neste sentido, a presenca de glicose em sementes de D. nigra, mas ndo em P. foliolosa,
durante a embebicdo (fase I) e protusdo da radicula (fase II) pode estar relacionada com o
atraso na germinagdo em D. nigra, alterando a taxa entre hexoses e sacarose, o qual pode
retardar a protusao da raiz. Adicionalmente, o alto contetido de glicose observado em D.
nigra pode estar associado com a presenca de maltose (Fig. 2d), observada somente em
sementes de D. nigra, disponibilizando mais glicose pela sua degradacao.

As PAs s3ao moléculas organicas de baixo peso molecular associadas com o
desenvolvimento de sementes (Minocha et al., 1999; Urano et al., 2005; Santa-Catarina et
al., 2006) e germinagdo (Dias et al., 2009; Pieruzzi et al., 2011) em espécies arbdreas. O
alto contetdo de Put livre observado na plantula em desenvolvimento pode estar associado
com a promo¢do da divisao celular, uma vez que a Put pode regular o ciclo celular na
transi¢cao G1/S e G2/M em meristemas apicais de Sinapis alba (Havelange et al., 1996).
Neste sentido, o aumento no contetido endogeno de Put livre apds a germinacao (fase III)
pode induzir a divisdo celular necessdria para o crescimento e desenvolvimento das
plantulas em P. foliolosa e D. nigra. Resultados similares foram também observados em
Cedprela fissilis Vell., onde o aumento significativo de Put livre e decréscimo de Spm livre
em plantulas foi associado com os processos de divisdo durante o crescimento da plantula
(Aragdo et al., 2015).

Adicionalmente, Matilla (1996) mostrou que o contedo de Put estd mais associado
com a divisao celular, enquanto a diferenciagao e alongamento celular durante a protusao
da raiz pode estar relacionado com alto conteido de Spd e Spm durante a germinagao.

Neste sentido, o aumento de Spd e Spm durante a embebigao (fase I) e protusdo da raiz
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(fase II) de sementes de P. foliolosa (Fig. 3) poder ser relevante para promover a
germinacao mais rapida nesta espécie comparado com D. nigra.

Os aminodcidos apresentam rotas diversas e essenciais no desenvolvimento das
plantas, incluindo desenvolvimento da semente e germinagao (Santa-Catarina et al., 2006;
Dias et al.,, 2009). Estas moléculas sdao sintetizadas e armazenadas durante o
desenvolvimento da semente e sdo mobilizadas durante a germinagdo e crescimento inicial
da plantula (Catusse et al., 2008). O conteudo significativo de aminodcidos nas sementes
maduras secas seguido pelo decréscimo em alguns destes durante a embebicdo (Tabela 2)
sugerem seu uso no metabolismo intracelular durante a germinacao e desenvolvimento da
plantula em ambas, P. foliolosa e D. nigra. Como bases de enzimas e outras proteinas, os
aminodcidos fornecem importantes componentes para o metabolismo e estrutura das
plantas. Além disso, eles servem como precursores ou doadores de nitrogénio para a
sintese de uma grande variedade de compostos essenciais para o desenvolvimento das
plantas, incluindo nucleotideos, clorofila, hormodnios e metabdlitos secundarios (Tegeder,
2012).

Alguns aminoacidos como 4cido aspartico, acido glutdmico, alanina, valina,
treonina, fenilalanina, isoleucina, leucina ¢ GABA, com alto contetido na semente madura
em ambas as espécies, apresentaram padrdo similar de seus contetdos durante a
germinacdo, exceto acido glutdmico em D. nigra. Em O. catharinensis, alto contetido de
acido aspartico e acido glutamico também foram observados em sementes maduras (Santa-
Catarina et al., 2006). Alguns aminoacidos, como acido glutdmico e 4cido aspartico, agem
como compostos transportadores de nitrogénio para a biossintese de uma grande variedade
de substancias (Radwanski e Last, 1995; Von Wettstein et al., 1995). O acido aspartico,
além de estar envolvido na translocagdo de nitrogénio, ¢ também precursor da biossintese
de asparagina, treonina, metionina, lisina e isoleucina (Lam et al., 1995). Desta forma, o
acido aspartico e o acido glutdmico podem ser compostos doadores e transportadores de
nitrogénio durante a germinagdo da semente e crescimento da plantula.

O aminoacido GABA também foi observado em altos conteidos na semente
madura, antes da embebigdo, decrescendo durante a germinagdo, com baixo contetido nas
plantulas de ambas as espécies (Tabela 2). Varios estudos tem mostrado o envolvimento
deste aminoacido no desenvolvimento de embrides somaticos em varias espécies, como em
Daucus carota L. (Kamada e Harada, 1984) e em embrides zigéticos de O. catharinensis
(Santa-Catarina et al., 2006), porém pouca informagao esta disponivel sobre a relacao entre
GABA e a germinacdo de sementes. A degradagcdo de PAs fornece aproximadamente 30 %

de GABA durante a germinacdo de sementes de feijao fava (V. faba) (Yang et al., 2011), e
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em condic¢oes de estresse, o acumulo de GABA ocorre nos cotilédones (Yang et al., 2013).
Neste sentido, o pool deste aminoacido pode ter um papel relevante durante a embebicao
de sementes, quando os niveis de energia e oxigé€nio sdo limitantes, e as reservas
armazenadas ainda ndo foram remobilizadas (Rosental et al., 2014).

Asparagina ¢ um aminoacido relativamente inerte e altamente solavel, o qual ¢
usado como a maior fonte de armazenamento e transporte de nitrogénio em muitas plantas
(Lam et al., 1995). A asparagina ¢ acumulada nas plantulas em desenvolvimento apds a
germinagdo de varias espécies leguminosas, como Vicia sativa L. e espécies de Lupinus, €
corresponde por mais de 50 % do nitrogénio total nestas plantulas (Lea et al., 2007). O
conteudo de asparagina aumentou significativamente nas plantulas de P. foliolosa (Tabela
2), enquanto em D. nigra nao foram observadas diferengas significativas, mostrando um
padrao diferente no metabolimo de asparagina durante a germinacao nestas duas espécies
arboreas de leguminosas. Adicionalmente, a glutamina ¢ um aminoacido doador e
transportador de nitrogénio em plantas, assimilado mais rapidamente em esqueletos de
carbono de proteinas do que outras forntes de nitrogénio inorganico (Lea, 1993), e pode ser

usado no desenvolvimento de plantulas em P. foliolosa comparado com D. nigra.

4.6 Conclusoes

Pode-se concluir que ha uma relacdo entre os compostos analisados entre as
diferencas na germinacgdo destas espécies.

Sugere-se que diferencas no contetido de sacarose, Spd e Spm em P. foliolosa
podem estar relacionadas com a germinacdo inicial nesta espécie. Por outro lado, a
presenca de maltose pode estar associada com 0 maior tempo necessario para a germinagao
de sementes de D. nigra. Entretanto, o padrdo no perfil de Put e frutose similar para as
duas espécies sugerem que estas sdo necessarias para o crescimento das plantulas, nos
eventos pos-germinativos.

Este estudo ¢ o primeiro trabalho a mostrar uma associagao entre estes compostos
durante a germinagao e crescimento inicial da plantula nestas espécies arboreas do bioma
Mata Atlantica. Esta caracterizacdo ¢ importante e contribui para a o conhecimento
bioquimico da germinacdo de sementes em espécies arboreas nativas, e pode ser util em
futuros estudos visando o estabelecimento de programas de conservacdo de espécies
arboreas ameacadas de extingdo, bem como em abordagens biotecnoldgicas para melhorar

os métodos alternativos de propagacao in vitro, como embriogénese somatica.
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5. CAPITULO 2: MORFOGENESE IN VITRO EM ESPECIES
ARBOREAS AMEACADAS DE EXINCAO

5.1 Resumo

Os recursos florestais envolvendo espécies nativas tem sido historicamente explorados de
maneira extrativista. Adicionalmente, alguns fatores como a floragdo esporadica, a baixa
viabilidade das sementes e o crescimento lento levam a um numero reduzido de programas
de reflorestamento com as espécies nativas. Neste sentido, técnicas biotecnologicas, como
a micropropagacdopodem representar uma alternativa vidvel para propagagdo e
conservagao de espécies florestais que se encontram ameagadas, apresentando um grande
potencial de aplicagdo em programas de conservagdo, reflorestamento e recuperacao de
areas degradadas. Desta forma, o objetivo foi estabelecer estudos de morfogénese in vitro
em espécies arboreas nativas da Mata Atlantica, como a Dalbergia nigra, Melanoxylon
brauna e Plathymenia. foliolosa. Em M. brauna e D. nigra, verificou-se o efeito do tipo de
explantes (segmentos nodais apicais, intermedidrios, cotiledonares, foliares, hipocoétilo e
epicotilo), sob diferentes tipos e concentracdes de reguladores de crescimento. Verificou-se
para estas espécies que segmentos nodais apicais, intermediarios e cotiledonares foram
responsivos aos tratamentos utilizados, enquanto segmentos de hipocotilos, epicotilos e
foliolos inteiros, ndo apresentaram resposta morfogenética. A resposta para numero e
comprimento de brotos para cada espécie foi dependente do tipo de explante e dos
tratamentos utilizados. Em M. brauna segmentos nodais apicais e intermedidrios
possibilitaram melhor resposta comparativamente aos cotiledonares, sugerindo o uso de 5
uM de BAP para realizar a propagacao in vitro. Em D. nigra sugere-se o uso de segmentos
nodais cotiledonares e intermediarios para a propagacao, utilizando-se os tratamentos com
4 uM de ANA + 20 uM de BAP e 10 uM de BAP, respectivamente. Em P. foliolosa
verificou-se o efeito de diferentes reguladores de crescimento, em diferentes
concentragdes, na morfogénese in vitro utilizando-se segmentos nodais apicais e nodais
cotiledonares. Verificou-se para esta espécie respostas significativas nos segmentos nodais
apicais e cotiledonares para a propagacao in vitro, sugerindo-se os tratamentos controle e
com 2,5 uM de ANA + 20 uM de BAP, respectivamente. Verificou-se também a formagao

de calos em P. foliolosa e a formag¢do de gemas vegetativas.

Palavras chave: Arbodreas nativas, Mata Atlantica, Micropropagacao.
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5.2 Introducao

As técnicas de propagacdo vegetativa, especialmente a micropropagacao via cultura de
tecidos vegetais, constituem alternativas para superar as dificuldades na propagacdo
convencional de espécies nativas, podendo ser utilizadas para fins comerciais, assim como
auxiliar no resgate e conservagao de recursos genéticos florestais. A cultura de tecidos ¢ uma
tecnica biotecnoldgica, considerada por uma alternativa via de propagag¢do que vem
colaborando para novos conhecimentos nos aspectos fisiologicos, genéticos e moleculares que
modulam a morfogénese in vitro em espécies vegetais arboreas (Shukla et al., 2012; Gupta et
al., 2014; Ahmed e Anis, 2014a,b; Akdemir et al., 2014; Devi et al., 2014).

Dentre as técnicas utilizadas na cultura de tecidos vegetais destaca-se a organogénese in
vitro como alternativa muito utilizada na regenera¢do de plantas de interesses comercial e
ecoldgico, incluindo arboreas (Pijut et al., 2012). A obtencdo de respostas morfogenéticas via
organogénese in vitro ¢ complexa, com a atuacao de multiplos fatores envolvendo interagao
entre a fonte de explante, o meio de cultura e os fatores do ambiente (Alves et al., 2004;
Xavier, 2009).

Quanto a fonte do explante, normalmente ha melhor sucesso na resposta morfogenética
se for utilizado tecidos jovens com células pouco diferenciadas, € com isso, possuem maior
competéncia para a inducdo brotacdes. Os explantes que contém tecidos meristematicos sao
preferidos, sendo encontrados em gemas caulinares apicais e axilares localizados em
segmentos nodais. Entretanto a resposta do explante para a morfogénese depende da
sensibilidade do tecido ao regulador de crescimento vegetal utilizado, o que esta relacionado a
um equilibrio no gradiente hormonal do explante, receptores celulares, e transdugdo de sinal
para induzir a morfogénese (CID, 2010).

As brotagdes organogénicas sao induzidas em um meio de cultura enriquecido com
citocininas, sendo auxinas também utilizadas em combinagao com citocininas (Nicioli et al.,
2008). Outros reguladores de crescimento vegetal, como giberelinas, também pode, muitas
vezes, ser utilizada em processos de regeneragdo por organogénese, visando especialmente
alongamento caulinar (Peres, 2002).

O objetivo deste trabalho foi estabelecer estudos de morfogénese in vitro nas espécies
Dalbergia nigra, Melanoxylon brauna e Plathymenia foliolosa via organogénese in vitro.
Estas espécies sdo endémicas da Mata Atlantica e devido a alta acdo antropica, encontram-se

atualmente em vias de extingao.
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5.3 Material e métodos

5.3.1 Material vegetal

As sementes de M. brauna e P. foliolosa foram obtidas em remanescentes naturais de
propriedades particulares localizadas em Sao Francisco do Itabapoana — RJ e Santa Maria
Madalena —RJ, respectivamente. As sementes de D. nigra foram obtidas no Viveiro

Caigara, localizada em Brejo Alegre — SP.

5.3.2 Germinacgao in vitro para estabelecimento de culturas assépticas

Para a germinacdo, as sementes foram desinfestadas de acordo com Santa-Catarina et
al. (2001). Resumidamente, as sementes foram lavadas com agua destilada e uma gota de
detergente comercial, enxaguadas por trés vezes com agua destilada. Em seguida, foram
imersas em etanol 70% por 1 min, e 30 min em soluc¢do de hipoclorito de sédio 2,5 % (v/v)
(4gua sanitaria comercial Qboa® 100%) com fungicida Derosal® 500 SC (ingrediente
ativo carbendazim 500 g.L") (Bayer, Sdo Paulo, Brasil) (200 pL da solugio comercial/L de
agua destilada). Em seguida, em camara de fluxo laminar, as sementes foram lavadas por
cinco vezes em agua destilada autoclavada. Utilizou-se para a inocula¢do os tubos de
ensaio (25 x 150 mm) contendo 15 mL de meio de cultura MS (Muraschige e Skoog,
1962), suplementado com 30 g.L"!' de sacarose e geleificado com 2 g.L"! de Fitagel. O pH
do meio foi ajustado para 5,8 +0,1 antes da autoclavagem a 121°C, 1,5 atm por 15 min.
Posteriormente, as sementes foram transferidas para os tubos de ensaio contendo o meio, ja
atutoclavado anteriormente, em camara de fluxo laminar.

ApoOs a inoculacdo, as sementes foram incubadas em camara de crescimento com
fotoperiodo de 16 h de luz, intesidade luminosa de 22 umol m? s a 25 + 2 °C. Apds 30
dias da germinagdo foram utilizadas as plantulas como fonte de explantes (segmentos
nodais) para os experimentos de multiplicagdo in vitro das espécies, estudando o efeito de
diferentes tipos de explantes e diferentes reguladores de crescimento na morfogoénese in

Vitro.

5.3.3 Efeito do tipo de explante e reguladores de crescimento na morfogénese in vitro

em M. brauna e D. nigra

Primeiro, foi estudado o efeito de diferentes tipos de explante e reguladores de
crescimento sobre o potencial de indugdo de resposta morfogenética in vitro das espécies

M. brauna e D. nigra.
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Foram testados seis tipos de explantes: segmento nodal apical, segmento nodal
intermediario (abaixo do apical e acima do cotiledonar), segmento nodal cotiledonar,
segmento de epicoétilo, segmento hipocoétilo e segmento foliar (foliolos inteiros) (Fig. 1).

Explantes (= 1 cm de comprimento) obtidos de plantulas com 30 dias de
germinagdo foram inoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura MS
(Murashige e Skoog, 1962), suplementado com diferentes concentragdes de 6-
benzilaminopurina (BAP - 0, 5; 10 e 20 uM) e 4cido naftalenoacético (ANA - 0, 2 e 4 uM),
combinados entre si. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem
a temperatura de 121°C, 1,5 atm, por 15 min. Apd6s a inoculacdo, os explantes foram
mantidos em camara de crescimento a 25 + 2 °C, com fotoperiodo de 16 h de luz,

intesidade luminosa de 22 umol m?s™!.
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Figura 1. Plantula com 30 dias de germinagdo in vitro ilustrando a posi¢ao dos diferentes tipos de explantes
utilizados para os estudos de morfogénese in vitro em D. nigra e M. brauna.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualisado (DIC), em
arranjo fatorial 6 x 4 x 3 (seis tipos de explantes x trés concentragdes de ANA x quatro
concentragdes de BAP), totalizando 72 tratamentos. Cada tratamento foi constituido de
cinco repeti¢des, sendo cada repeticdo composta de quatro tubos de ensaio, totalizando 20
tubos de ensaio por tratamento.

Apo6s 30 dias da inoculacdo, foram avaliadas as variaveis nimero de brotos por

explante e comprimento das brotacdes, utilizando réguas milimetradas de (20cm).
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5.3.4 Efeito de diferentes reguladores de crescimento vegetal na morfogénese in vitro

em segmentos nodais apicais e cotiledonares de P. foliolosa

Para analisar o efeito de diferentes reguladores de crescimento vegetal sobre a
morfogénese in vitro foram utilizados segmentos nodais cotiledonares e apicais (Fig. 2)

obtidos de plantulas germinadas in vitro de P. foliolosa, ap6s 30 dias de germinagao.
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Figura 2. Plantula com 30 dias de germinagdo in vitro ilustrando a posi¢ao dos diferentes tipos de explantes
utilizados para os estudos de morfogénese in vitro em P. foliolosa.

Os segmentos nodais foram inoculados em meio de cultura MS (Murashige e
Skoog, 1962), suplementado com sacarose (30 g.L'!), fitagel (2 g.L!), e diferentes
concentragdes de BAP (0 e 20 uM), GA3 (0 e 20 uM) e ANA (0; 0,5; 1 e 2,5 uM),
isoladamente ou combinadas as concentracdes de ANA com BAP, ANA com GAsz e BAP
com GA3, totalizando 13 tratamentos (Tabela 1). O pH do meio de cultura foi ajustado para
5,8 antes da autoclavagem a temperatura de 121°C, 1,5 atm, por 15 min. Apds a
inoculacdo, os explantes foram em cdmara de crescimento a 25 + 2 °C, com fotoperiodo de
16 h de luz, intesidade luminosa de 22 pmol m? s™'. Apds 30 dias da inoculagdo foram
avaliadas as varidveis numero de brotos por explante e comprimento das brotagdes,

utilizando réguas milimetradas de (20cm).
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Tabela 1. Tratamentos resultantes das combinagdes entre os diferentes reguladores de

crescimento para o experimento de morfogénese in vitro em P. foliolosa.

CONCENTRACOES HORMONAIS

TRATAMENTOS  ANA (um) BAP (um) GA,(uM)
T1 0.0 0,0 0.0
T2 0.5 - :
T3 1.0 : :
T4 J] ; ]
TS5 0.5 : 20,0
T6 1.0 - 20,0
T7 2,5 : 20,0
TS 0.5 20,0 .
T9 1.0 20,0 ]
T10 25 20,0 :
T11 - - 20,0
T12 . 20,0 .
T13 : 20.0 20.0

5.3.5 Enraizamento ex vitro e aclimatizacio em M. brauna e P. foliolosa

Para a pré-aclimatizagdo as brotagcdes micropropagadas a partir de 3 cm de altura
foram excisadas do explante e transferidas para copos plasticos (50 mL), contendo
substrato comercial tipo solo de mata atlantica (Plantmax®) + vermiculita (autoclavados
em a 121 °C, por 30 min), na propor¢ao (2:1, v/v) e logo umedecido com agua destilada
autoclavada. As brotagdes foram regadas uma vez ao dia (todas as manhas) por 30 dias.

Para a aclimatizacdo as mudas de M. brauna e P. foliolosa que sobreviveram do
processo de pré-alcimatizacdo foram diretamente levadas para a estufa por 30 dias.

Avaliou-se apenas a taxa de sobrevivéncia para as duas espécies.

5.3.6 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias dos tratamentos foram
comparadas estatisticamente pelo teste de Tukey, através do uso do software SisVar

(Ferreira, 2011).
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4.4 Resultados e Discussao

5.4.1 Efeito do tipo de explante e reguladores de crescimento na morfogénese in vitro

em M. brauna e D. nigra

De acordo com os resultados observados para estas duas espécies, os explantes
oriundos de segmentos de hipocotilos, epicétilos e foliolos inteiros, ndo apresentaram
resposta morfogenética, ou seja, ndo responderam as concentragdes de BAP e ANA
utilizadas para a inducdo de brotos adventicios. Esta resposta pode ter ocorrido,
provavelmente, devido a alta taxa de oxidag¢do nestes explantes, os quais apresentaram
tonalidade amarelada a marrom nos tecidos. Limitagdes comumente encontradas no cultivo
in vitro das espécies lenhosas sdao as altas concentragdes de compostos fendlicos, que
acabam oxidando e matando o material vegetal e promovendo a abscisdo foliar precoce,
ocasionada pelo aciimulo de etileno nos tecidos submetidos ao ambiente in vitro, tornando
o explante mais fragil e reduzindo o crescimento (Kerbauy, 2004). Em pata-de -vaca
(Bauhinia cheilantha), nao foi possivel observar, diante dos tratamentos testados, o
desencadeamento do processo morfogenético formando brotos nos explantes hipocétilo e
epicdtilo (Gutiérrez et al., 2010). Segundo Ezura et al. (2000), a regeneragdo in vitro de
muitas leguminosas ¢ considerada dificil. Contrariamente aos resultados obtidos no
presente estudo, em Psoralea coryfolia, a utilizacdo de explantes oriundos de segmentos de
hipocédtilo mostraram alta capacidade organogénica, produzindo 48,5 brotos/explante
quando inoculados em meio de cultura combinando-se trés citocininas (0,66 mg L™ de
TDZ, 0,11 mg L' de BAP ¢ 0,11 mg L' de KIN) com auxina (0,37 mg L de ANA)
(Baskaran e Jayabalan, 2009).

Entretanto, segmentos nodais apicais, intermediarios e cotiledonares obtidos de
plantulas germinadas in vitro apresentaram resposta positiva para o desenvolvimento de
brotagdes nos diferentes tratamentos utilizados para M. brauna e D. nigra. E descrito que,
para a micropropagagdo pode-se utilizar explantes oriundos de plantulas obtidas da
germinagdo in vitro como fonte de explantes de maior competéncia ao crescimento via
sinaliza¢ao hormonal (Noleto e Silveira, 2004), corroborando com o presente estudo.

Observou-se para a espécie M. brauna efeito significativo (P<0,01) dos fatores
isolados “tratamentos” e “explantes” para a varidvel nimero de brotos e da interagao dupla

“tratamentos x explantes” para comprimento de brotos (Tabela 2).
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Tabela 2. Resumo da analise de varidncia (ANOVA) para as variaveis niumero de brotos por explante (NB) e
comprimento (cm) da parte aérea dos brotos (CB) em fungdo do tipo de explante de M. brauna sob diferentes
concentragdes de ANA e BAP, combinadas ou néo entre si.

Fonte de Graus de QUADRADOS MEDIOS
variacao liberdade Namero Comprimento
Tratamentos 11 3,82™ 3,21
Explantes 2 1,31 0,19
Tratamento x Explantes 22 0,291 0,27
Residuo 144 0,25 0,12
CV (%) 52,75 65,20

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade (P<0,01) pelo teste F.
" Nao significativo

Ao analisar os explantes que possibilitaram resposta morfogenética, observou-se
que os tratamentos constituidos de 5, 10 e 20 uM de BAP isolados apresentaram as
maiores médias para o nimero de brotos (com 1,58; 1,70 e 1,6 de brotos por explante,
respectivamente), nao diferindo estatisticamente entre si € do tratamento com 2 puM de
ANA + 20 uM de BAP (1,3 brotos por explante) (Tabela 3). Estes resultados sugerem que
a adicdo de BAP nas concentragdes, ¢ necessaria para a indugdo de maior numero de
brotos.

Em relacdo ao tipo de explante utilizado, observou-se o maior nimero de brotos
quando utilizado segmentos nodais cotiledonares, contudo este resultado nao apresentou
diferenga estatistica significativa em relacdo ao resultado aos segmentos nodais apicais

(Tabela 4).
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Tabela 3. Valores médios para o nimero de brotos obtidos em segmentos nodais de M. brauna em funcdo
dos tratamentos com as diferentes concentragoes de BAP ¢ ANA, combinadas ou nio entre si.

TRATAMENTOS NUMERO DE BROTOS

1 CONTROLE 0,56 de
2 ANA 2,0 pM 0,29e

3 ANA 2,0 pM + BAP 5,0 pkM 0,96 cd
4 ANA 2,0 pM + BAP 10,0 pM 1,05 bed
5 ANA 2,0 pM + BAP 20,0 pM 1,30 abc
6 BAP 5,0 yM 1,58 ab
7 BAP 10,0 pM 1,70 a

8 BAP 20,0 pM 1,65 ab
9 ANA 4,0 pM 0,53 de
10 ANA 4,0 pM + BAP 5,0 pkM 0,46 de
11 ANA 4,0 pM + BAP 10,0 pM 0,50 de
12 ANA 4,0 pM + BAP 20,0 pM 0,76 cde

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si (P<0,05) pelo teste

Tukey.

Tabela 4. Valores médios para o nimero de brotos por explante obtidos em M. brauna em fungdo dos tipos
de explante com resposta (segmentos nodais cotiledonar, apical e intermediario). Segmento nodal = segmento

nodal intermediario.

TIPOS DE EXPLANTES NUMERO DE BROTOS
No-apical 0,92 ab
No-cotiledonar 1,10 a
Segmento nodal 0.81b

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si (P<0,05) pelo teste Tukey.

Em M. brauna, verificou-se a formagao de brotos em todos os tratamentos testados

em meio MS quando se utilizou os trés tipos de segmentos nodais (apical, cotiledonar e

intermediario) excisados das plantulas com 30 dias de cultivo in vitro. Foi possivel

verificar que segmentos nodais cotiledonares possibilitaram maior nimero de brotos,

porém com alongamento menor aos demais tipos de explantes utilizados. Contrariamente,

segmentos nodais apicais e intermediarios possibilitaram maior comprimento das brotagdes

comparativamente aos cotiledonares, sendo estes explantes os mais indicados para a

propagac¢do em M. brauna. Similarmente ao observado para M. brauna, em Erythrina

41



velutiva, explantes oriundos de segmentos nodais cotiledonares apresentaram a maior
capacidade de regeneracao, seguido do segmento nodal intermediario (Costa et al., 2010).
Por outro lado, segmentos nodais intermediarios de Bauhinia cheilantha apresentaram
maior capacidade organogénica comparativamente ao cotiledonar (Gutiérrez et al., 2011).
Em Acacia catechu também foi observada a regeneracdo de plantulas in vitro a partir de
explantes oriundos de segmentos nodais (Sahni e Gupta, 2002).

No presente estudo também verificou-se a necessidade de uso de BAP para a
inducdo da organogénese em M. brauna, verificando-se maior nimero de brotos formados
em todas as concentragoes (5, 10 e 20 uM) de BAP. A concentragdo de 5 uM de BAP pode
ser a indicada para realizar a propagacao in vitro nesta espécie visto que possibilitou maior
alongamento e também valores superiores para nimero de brotos por explante para os trés
tipos de explantes utilizados. A necessidade de BAP também foi observada para B.
cheilantha, obtendo-se o maior nimero de brotos (2,1) no tratamento com 1,5 mg L' de
BAP (Gutiérrez et al., 2011), bem como em Annona glabra L., observando-se a formacao
de 1,33 brotos por explante quando adicionou ao meio de cultura 1 mg L' de BAP
(Oliveira, 2006). No presente trabalho foi escolhida a citocinina BAP por possuir maior
capacidade de indugdo de brotos quando comparada com outras citocininas (Cerdas et al.,
1998; Ibafiez et al., 2003) e por ser a mais utilizada na multiplicacdo de espécies lenhosas
(Bennet et al., 1994). Samsudeen-Varisai et al. (1999) também mostraram que BAP,
isoladamente ou em combinagdo com outras citocininas, induz a organogénese a partir de
apices caulinares de Macrotyloma uniflorum.

Ao analisar os tratamentos nos quais as concentra¢oes de BAP foram associadas a
ANA (2 e 4 uM) verificou-se uma tendéncia ao aumento do nimero de brotos a medida
que se aumentava a concentragdo de BAP em M. brauna. Para algumas espécies como E.
velutiva (Costa et al., 2010) e Cordia trichotoma (Mantovani et al., 1996) a maior
capacidade de regeneragao foi observado em segmentos nodais quando ANA e BAP foram
adicionados ao meio de cultivo. Existem varios estudos de regeneracao de plantas lenhosas
com a utilizagdo dos diferentes tipos de hormdnios como ANA, BAP, GA3 e AIB, isolados
e/ou combinados entre si (Cerdas e Guzman, 2004; Chen et al., 2010; Gonzalez-Rodriguez
et al., 2010; Golle et al., 2012; Junior e Scherwinski-Pereira, 2012; Assis et al., 2012).
Estes resultados sugerem que a média de regeneragdo pode ser aumentada com a promogao
de um balango hormonal entre ANA e BAP, aumentando assim o numero de brotacdes. As
auxinas sdo substancias que controlam o crescimento ¢ o alongamento celular e as
citocininas estimulam a divisdo celular e reduzem a dominancia apical. O balanco entre

estes dois tipos de reguladores controla muitos aspectos da diferenciacdo celular e
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organogénese nas culturas de tecidos e orgaos (Pasqual, 2001). Destaca-se que em M.
brauna pode-se observar também a formacao de brotos, em menor quantidade, mesmo na
auséncia de reguladores de crescimento em todos os tipos de explantes testados (segmentos
nodais). Este resultado sugere que a quantidade de citocinina endogena contida no explante
pode promover a indugdo de brotagdes. A menor exigéncia de citocinina para determinados
genoétipos pode estar associada aos altos teores enddgenos, que aliados a adigdo deste
regulador de crescimento ao meio de cultura, pode contribuir para um efeito decrescente na
taxa de multiplicacao.

A maior média referente ao comprimento dos brotos (1,49 cm) foi observada em
explantes oriundos de segmentos nodais apicais mantidos no tratramento com 5 pM de
BAP, ndo diferindo significativamente do tratamento com 10 uM de BAP (1,18 cm) (Fig.
3A). Em relagdo aos segmentos nodais cotiledonares, os maiores valores para o
comprimento de brotos (1,04 e 1,07 cm, respectivamente) foram obtidos nos tratamentos
com 5 e 10 uM de BAP, respectivamente, ndo diferindo significativamente entre si (Fig.
3B). Ao utilizar explantes oriundos de segmentos nodais intermedidrios, verificou-se os
maiores comprimentos de brotos nos tratamentos com 5 ¢ 10 uM de BAP isoladamente,
obtendo-se 1,52 e 1,32 cm, respectivamente (Fig. 3C). Estes tratamentos por sua vez nao
diferem estatisticamente dos tratamentos com 20 pM de BAP isoladamente, e 10 ¢ 20 pM
de BAP combinados com 2 uM de ANA (Fig. 3C).

Neste sentido, para a variavel comprimento de brotos foi possivel verificar que
segmentos nodais apicais e intermediarios possibilitaram maior comprimento das brotagdes
comparativamente aos cotiledonares, sendo estes explantes os mais indicados para a
propaga¢do em M. brauna. Adicionalmente, observou-se os maiores valores para este
parametro nos tratamentos com 5, 10 e 20 uM de BAP isolados. As citocininas podem
favorecer o alongamento de brotos, contudo, ¢ necessario que se adicione ao meio a
concentracdo adequada, sendo esta especifica para cada espécie (Grattapaglia e Machado,
1998). Entretanto, alguns autores afirmam que o aumento da concentragdo de citocininas
adicionadas no meio de cultura pode provocar a diminui¢do do comprimento dos brotos

(Erig et al., 2002; Nicioli et al., 2008).
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Comprimento Brotos (CB)
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Figura 3. Comprimento (cm) de brotos obtidos na morfogénese in vitro em M. brauna a partir de
explantes oriundos de segmentos nodais apicais (A), cotiledonares (B) e nodais intermediarios (C) sob
diferentes concentracdes de ANA e BAP, combinados ou ndo entre si. As médias seguidas de mesma letra

ndo diferentes estatisticamente entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey.
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A Figura 4 mostra o aspecto morfologico das brotagdes de M. brauna obtidas a

partir de explantes oriundos de segmentos nodais apicais e cotiledonares.

Segmento no-apical Segmento no-cotiledonar Segmento nodal

BAP 5,0 pM

BAP 10,0 pM

BAP 20,0 pM

Figura 4. Aspecto morfoldégico de brotacdes de M. brauna obtidas a partir de explantes oriundos de
segmentos nodais apical, cotiledonare e intermediarios (nodal) apos 30 dias de incubagdo em diferentes
concentragdes da citocinina BAP.

Similarmente ao observado para M. brauna, em D. nigra somente foi observada a
formagao de brotos para os explantes oriundos de segmentos nodais apicais, intermedidrios
e cotiledonares. Pela andlise estatistica verificou-se efeito significativo (P<0,01) para a
interacdo “tratamentos x explantes” para as varidveis analisadas (Tabela 5) utilizando-se

segmentos nodais apicais, cotiledonares e intermediarios em D. nigra.
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Tabela 5. Resumo da analise de variancia (ANOVA) para as variaveis nimero de brotos por explante e
comprimento (cm) da parte aérea dos brotos em fun¢do do tipo de explante de D. nigra sob diferentes
concentragoes de ANA e BAP, combinadas ou nao entre si.

Fatores de QUADRADOS MEDIOS

Variagao GL Numero de brotos ~ Comprimento de brotos
Tratamentos 11 1,57 1,49
Explantes 2 1,88 1,88
Tratamento x 22 0,94 0,48*
Explantes
Residuo 144 67,7 56,1
CV (%) 43,6 74,6

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade (P<0,01) pelo teste F.

Explante oriundos de segmentos nodais apicais apresentaram maior numero de
brotos por explante no tratamento com 10 pM de BAP (1,35 brotos por explante), nao
diferindo estatisticamente dos tratamentos com 5 uM (1,25 brotos por explante) e 20 uM
de BAP (1,27 brotos por explante) (Fig. 5A), mostrando a necessidade somente de
citocinina para a indugdo de brotos neste tipo de explante. Similarmente, Andrade et al.
(2000) também verificaram em Myracrodruon urundeuva que os segmentos nodais apicais
e intermedidrios foram mais responsivos quando inoculados em meio de cultura contendo
somente BAP (4,5 uM).

Por outro lado, em segmentos nodais cotiledonares de D. nigra verificou-se maior
nimero de brotos por explante nos tratamentos com 4 uM de ANA + 20 uM de BAP (2,15
brotos por explante) e 4 uM de ANA + 10 uM de BAP (1,8 brotos por explante), os quais
nao diferiram estatisticamente do tratamento com 5 pM de BAP (1,3 brotos por explante)
(Fig. 5B). Para este tipo de explante, os resultados mostram que a combinagdo de auxina
com citocinina ¢ fundamental para induzir maior nimero de brotos. Similarmente, em
Tectona grandis também foi verificado a maior formagdo de brotos (1,75) em segmentos
nodais quando combinado ANA (0,5 uM) e BAP (2,2 uM) (Junior et al., 2009), bem como
em Eugenia dysenterica o maior numero de brotacdes foi obtido utilizando BAP (8,5 uM)
e ANA (0,5 uM) (Martinotto, 2004). Arello & Pinto também obtiveram resultados
satisfatorios na inducdo de brotacdes de pau-santo (Kielmeyera coriacea Martius)
utilizando a combinacdo de BAP (22 uM) com ANA (0,5 uM). Utilizando segmentos
nodais intermediarios, o maior nimero de brotos foi observado no tratamento com 10 uM
de BAP (2,1 brotos por explante), ndo diferindo estatisticamente dos tratamentos com 5 e
20 uM de BAP isoladamente, e o tratamento com 2 uM de ANA + 10 uM de BAP, com
1,55 1,45 e 1,35 brotos por explante, respectivamente (Fig. 5C). Neste tipo de explante,
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localizado entre o apical e o cotiledonar, verifica-se resultados positivos tanto com BAP
isoladamento, mas também a combinac¢do deste com a auxina ANA. Segmentos nodais
intermediarios de M. unundeuva também foram mais responsivos em meio de cultura
contendo somente BAP (4,5 uM). Estes resultados sugerem necessidades especificas de
reguladores de crescimento, e combinagdes destes, conforme o tipo de explante utilizado
em varias espécies, incluindo D. nigra.

Verificou-se que as altas concentracdes de BAP utilizadas em D. nigra nao
interferiram na regeneracao de brotos nos diferentes tipos de explantes, pois sabe-se que
para muitas espécies lenhosas pode gerar uma menor eficiéncia nas respostas
organogénicas in vitro, reduzindo principalmente o nlimero e altura dos brotos formados,
por apresentar um efeito fitotoxico ao explante. O uso de baixas concentragdes de BAP ao
meio de cultura também tem sido indicado como eficiente na multiplicacao de brotos para
espécies lenhosas como Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke (paricd), Eucalyptus
globulus Labill e sucupira branca (Pterodon pubescens (Benth.) Benth.) (Ponte, 1999;
Coelho 1999; Cordeiro et al., 2004).

Para a variavel comprimento de brotos o maior valor (0,85 cm) foi obtido no
tratamento com 5 uM de BAP ao utilizar segmentos nodais apicais como fonte de explante,
entretanto, ndo diferindo estatisticamente dos demais tratamentos (Fig. 6A). Ao utilizar
segmentos nodais cotiledonares, o maior comprimento de brotos foi obtido no tratamento
com 2 uM de ANA (1,53 cm), ndo diferindo estatisticamente dos tratamentos contendo
BAP (5, 10 e 20 uM) isoladamente, e a combinacdo de ANA (2 ¢ 4 uM) com a maior
concentracdo (20 uM) de BAP (Fig. 6B). Em relagdo ao segmento nodal intermediario,
verificou-se maior nimero de brotos no tratamento com 10 uM de BAP (1,31 cm) ndo
diferindo estatisticamente dos tratamentos com 5 € 20 uM de BAP, menor concentragao de
ANA (2 uM) combinada com 10 e 20 uM de BAP, a menor concentracdo de ANA (2 uM)

isoladamente, e o controle (Fig. 6C).
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Figura 5. Numero de brotos obtidos na morfogénese in vitro em D. nigra a partir de explantes oriundos de
segmentos nodais apicais (A), cotiledonares (B) e intermediarios (C) sob diferentes concentragdes de ANA e
BAP, combinados ou ndo entre si. Médias seguidas de mesma letra ndo diferentes estatisticamente entre si
(P<0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 6. Comprimento (cm) de brotos obtidos na morfogénese in vitro em D. nigra a partir de explantes
oriundos de segmentos nodais apicais (A), cotiledonares (B) e intermediarios (C) sob diferentes
concentragdes de ANA e BAP, combinados ou ndo entre si. Médias seguidas de mesma letra ndo diferentes
estatisticamente entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey.
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A partir dos resultados obtidos pode-se sugerir o uso de segmentos nodais
cotiledonares e intermedidrios para a propagacdo em D. nigra. Para os segmentos nodais
cotiledoanres, sugere-se o tratamento com 4 pM de ANA + 20 uM de BAP, o qual
apresentou maior numero de brotos (Fig. 5B) e um bom alongamento dos brotos (Fig. 6B).
Para os segmentos nodais intermediarios, sugere-se o tratamento com 10 uM de BAP, o
qual propiciou maior numero (Fig. 5C) e alongamento (Fig. 6C) dos brotos. Pelos
resultados observados, explantes oriundos de segmentos nodais apicais ndo apresentaram
boa resposta para estes paramentros (Figs. SA e 6A) comparativamente aos cotiledonares e
intermediarios.

Nos resultados com D. nigra, verificou-se que, apesar dos tratamentos com BAP
induzirem brotos e ndo interferirem no comprimento dos mesmos, alguns destes brotos
apresentaram entre-nds proximos, queda das folhas e oxidagao, sendo observado quando
utilizou-se as concentragdes de BAP associadas a ANA. Este resultado pode ser em
decorréncia da presenca de BAP, uma vez que Sartor et al. (2013) verificaram na
multiplica¢do in vitro de D. nigra a partir de meristemas apicais e gemas axilares de
plantulas em meio com BAP (4, 9 e 18 uM) a presenga de explantes oxidados, porém a
concentracdo de 18 uM foi a que promoveu maior oxidacdo dos explantes.

A Figura 7 ilustra o aspecto morfoldgico de brotagdes de D. nigra obtida a partir de
explantes oriundos de segmentos nodais cotiledoanres e intermediarios aos trinta dias de
inoculagdo e verificou-se no tratamento ANA 2,0 uM a queda das folhas das brotacdes,
possivelmente em decorréncia da produgdo de etileno, propiciando assim esta resposta
(Fig. 7A e D). Também verificou-se aos trinta dias a formagao de lenticelas em alguns
brotos no tratamento ANA 2,0 uM, provavelmente pela necessidade de aumentar a
superficie de absor¢ao para o oxigé€nio e sugerindo a transferéncia destas brotagdes para o

ambiente de pré-aclimatizagao.
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Segmento no-cotiledonar Segmento nodal

ANA 2,0 pM

ANA 2,0 pM

Figura 7. Aspecto morfologico de brotos de D. nigra a partir dos explantes segmentos nodais cotiledonares e
intermediario (nodal) aos 30 dias de cultivo in vitro. A e C: abscisdo foliar. A e B: enraizamento in vitro das
brotagdes. (a)- lenticelas.

Ressalta-se a formagdo de raizes nas brotagdes induzidas in vitro nos tratamentos
controle e com 2 pM de ANA (Figs. 7 e 8). Este resultado para D. nigra sugere que ndo ¢
necessario suplementar o meio de cultura MS com auxina para induzir o enraizamento, o
que pode representar uma grande vantagem econdmica, pois reflete na imediata reducao
dos custos com a eliminacao do uso de reguladores na fase de enraizamento in vitro, além
de facilitar a etapa de aclimatizag¢do das plantas. Este resultado também foi verificado em
E. velutina, quando houve formacao de raizes em meio de cultura suplementado com

auxina (Costa et al., 2010).
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Figura 8. Regeneracdo de raizes via organogénese direta em brotos de D. nigra provenientes de explantes de
segmentos nodais cotiledonar aos 30 dias in vitro nos tratamentos controle (A) e 2 uM de ANA (B).

5.4.2 Efeito de diferentes reguladores de crescimento vegetal na morfogénese in vitro

em segmentos nodais apicais e cotiledonares de P. foliolosa

Em P. foliolosa verificou-se que ambos os tipos de explantes oriundos de segmentos
nodais (apicais e cotiledonares) responderam aos estimulos dos reguladores de crescimento
exdgenos testados neste estudo, nas diferentes combina¢des ou isoladamente, para
estimular a formacao de brotos (Figs. 9 e 10). A grande vantagem desse tipo de explante ¢
que por envolver 6rgaos meristematicos pré-formados, propicia maior estabilidade genética
das plantas micropropagadas. Os apices e gemas laterais isolados de plantulas germinadas
in vitro sdo os principais tipos de explantes utilizados na micropropagacdo das espécies
florestais (Oliveira et al, 2013). Salienta-se que a inducdo e expressdo das possiveis
respostas morfogénicas em culturas de células, tecidos e 6rgaos in vitro sao dependentes de
fatores externos, como meio de cultura, reguladores de crescimento e condi¢des ambientais
(Vasil, 1987), e também de fatores inerentes ao material vegetal, como tipo e estado
fisiologico do explante e da planta que lhe deu origem (Thorpe et al., 1991).

Em segmentos nodais apicais verificou-se o maior numero de brotos por explante nos
tratamentos onde a auxina ANA (0,5, 1 e 2,5 uM) foi combinada com 20 uM de GA3, e
também esta auxina (0,5 e 1,0 uM) combinada com 20 uM de BAP (Fig. 9A). Entretanto, a
presenga de ANA combinada com estes reguladores de crescimento (GA3 e BAP), exceto o
tratamento com ANA 2,5 uM + BAP 20 puM, reduziu o comprimento dos brotos, embora
sem diferencas estatisticas significativas entre os demais tratamentos (Fig. 9B). Desta
forma, ao avaliar os resultados para nimero (Fig. 9A) e comprimento (Fig. 9B) dos brotos

nos tratamentos testados, sugere-se o meio de cultura sem reguladores de crescimento
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(controle) para a propagacao de P. foliolosa in vitro, quando utilizado segmentos nodais
apicais.

Similarmente ao observado para segmentos nodais apicais, os explantes oriundos de
segmentos nodais cotilledonares apresentaram maior nimero de brotos nos tratamentos
combinando ANA com GA3z e ANA com BAP, exceto no tratamento 2,5 uM de ANA + 20
uM de BAP (Fig. 10A). Por outro lado, o maior comprimento (8,8 cm) das brotacdes foi
obtido neste tratamento combinando 2,5 pM de ANA com a maior concentragdo (20 pM)
de BAP (Fig. 10B). Desta forma, para este tipo de explante, sugere-se o uso de 2,5 uM de
ANA + 20 uM de BAP para a propagacao in vitro, pois embora tenha propiciado um
menor nimero de brotos, estes foram significativamente mais longos.

Comparando os dois tipos de explante, foi possivel observar que explantes nodais
cotiledonares (Fig. 10) possibilitaram maior nimero de brotagdes comparativamente aos

nodais apicais (Fig. 9).
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Figura 9. Numero (A) e comprimento (B) de brotos em P. foliolosa obtidos a partir de segmentos nodais
apicais sob diferentes concentracdes de ANA, BAP e GAsz;. Médias seguidas pela mesma letra ndo
apresentam diferengas estatisticas significativas (P<0,05) pelo teste Tukey. A = ANA; B = BAP, G = GA3,
CV = coeficiente de variacdo. (CVnumero de brotos = 23,2 %, CVcomprimento de brotos = 13,2 %).

54



N° de Brotos (NB)

) N N QS N N
IS NI T I R e R
& A S S IR bl S
& RS R S ¢
S
10 1

Comprimento de Brotos (NB)
(cm)

Figura 10. Numero (A) e comprimento (B) dos brotos em P. foliolosa obtidas a partir de segmentos nodais
cotiledonares sob diferentes concentragdes de ANA, BAP ¢ GA;. Médias seguidas pela mesma letra ndo
apresentam diferengas estatisticas significativas (P<0,05) pelo teste Tukey. A = ANA; B = BAP, G = GA;,
CV = coeficiente de variacdo. (CVnumero de brotos = 23,2 %, CVcomprimento de brotos = 13,2%).

Em P. foliolosa, observou-se o maior nimero de brotos por explantes ao se utilizar o
explantes oriundos de segmentos nodais cotiledonares (Fig. 10). Este resultado pode estar
relacionado hé existéncia de cotilédones neste tipo de explante, o qual pode ter resultado
em maior habilidade na emissdo de brotos nestes tipos de segmentos nodais devido a maior
juvenilidade desse tipo de explante, j4 que o cotilédone ¢ uma estrutura embrionaria
formada por meristema, tecido nao diferenciado, capaz de multiplicar-se por divisao
celular e formar outros tecidos (Ferri et al., 1981). Resultados semelhantes foram
encontrados por Costa et al. (2010), onde o segmento cotiledonar apresentou a maior

capacidade de regeneracao em relagcdo ao segmento nodal intermedidrio em explantes de E.
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velutina. Para Plathymenia reticulata, também verificou-se que os explantes de segmentos
cotiledonares apresentaram maior nimero de brotos (7,8) por explante (Moura et al.,
2012). Nascimento (2008), observou que o segmento cotiledonar foi o melhor tipo de
explante para regeneracdo in vitro de Parapiptadenia rigida ao comparar com o segmento
nodal intermediario. Adicionalmente, Curti (2011) verificou que o uso de epicotilo
contendo o no6 cotiledonar aumentou o numero de brotacdes axilares em Peltophorum
dubiu.

A utilizacao dos reguladores de crescimento, como as citocininas, sao indispensaveis
a divisao celular, quebra da dominancia apical, indugdo e proliferacdo de gemas axilares e
diferenciagdo de gemas adventicias (Preece, 1995; Grattapaglia e Machado, 1998) e as
auxinas, outro grupo de reguladores de crescimento fundamentais na indugdo da divisdo
celular e diferenciagdo de raizes, muitas vezes utilizadas nas fases de multiplicagdo para
favorecer o crescimento das culturas, como a caixeta (Mantovani e Franco, 1998). Desta
forma, o sinergismo entre auxinas e citocininas ¢ critico para o controle da morfogénese in
vitro. Elevadas concentragdes de citocininas ¢ baixas de auxinas induzem,
predominantemente, a formagao de gemas em detrimento da formagao de raizes e calos e
vice-versa. Este efeito sinergistico entre auxinas e citocininas foi verificado para muitas
plantas propagadas in vitro (Casado et al., 2002; Salvi et al., 2002; Martin, 2003). Este
balango hormonal adequado entre os reguladores de crescimento € necessario para
desencadear ou induzir e estimular os processos organogénicos em diversas espécies
vegetais, como observado em P.foliolosa no presente estudo. Desta forma, o balango entre
auxina (ANA) e citocinina (BAP) promoveram maiores médias nos tratamentos ANA 0,5
uM + BAP 20 uM (1,9) e ANA 1,0 uM + BAP 20 uM (1,95) para a variavel nlimero de
brotos.

Em P. foliolosa também ocorreu a formagao de brotos no tratamento com auséncia
de reguladores de crescimento para os dois tipos de explantes utilizados. Este resultado
aponta para a existéncia de quantidades endogenas de citocinina e auxina nos diferentes
explantes que permitem o desenvolvimento das brotacdes. Benmahioul et al. (2009)
constataram melhor crescimento (~ 2,5 cm) da parte aérea de embrides isolados de pistache
(Pistacia vera L.), em meio MS na auséncia de regulador de crescimento vegetal. Também
observou-se a formagdo de brotos nos tratamentos em que utilizou-se a auxina ANA
isoladamente para os dois tipos de explantes utilizados neste estudo, sendo maior para
segmentos nodais cotiledonares. Lundergan e Janick (1979) confirmam a tendéncia das

auxinas, quando adicionadas ao meio de cultura, contribuirem para o alongamento das
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brotagdes. Este resultado ¢ interessante para dar promover ou possibilitar as etapas de
enraizamento e aclimatizagdo dos brotos desenvolvidos in vitro de P. foliolosa.

De forma geral, as combinagdes utilizadas de BAP e GA3 isoladas quando
associadas as diferentes concetracdes de ANA, resultaram na reducao do comprimento de
brotos axilares em P. foliolosa, pois obtiveram um comprimento abaixo de 1,2 € 2,2 cm
para segmentos nodais apicais e cotiledonares, respctivamente, exeto para ANA 2,5 uM +
BAP 20 pM. Similarmente, também foram verificados resultados baixos para altura de
brotos em Plathymenia reticulata quando utilizou-se combinagdes de BAP ¢ ANA para
alongamento de brotos (Moura et al, 2012). A altura dos brotos ¢ fator importante,
necessario para os subcultivos das brotacdes e para dar seguimento as etapas de
enraizamento dos brotos e posterior aclimatizacdo das mudas. Sabe-se que brotos com
tamanho reduzido apresentam dificuldades ao enraizamento, € assim comprometer o
desenvolvimento da muda e posteriormente originar uma baixa sobrevivéncia na fase de
aclimatizacao.

Verificou-se também que quando as concentragdes de ANA foram associadas as
maiores concentragdes de BAP (20 uM) e GA3 (20 uM), houveram formacgdes de calos na
base dos explantes (95%) e esta resposta interferiu negativamente comprometendo o
crescimento e desenvolvimento dos brotos formados (Figs. 11, 12 e 13). Resultados
similares a acgdo calogénica do ANA também foram observados em C. trichotoma
(Mantovani et al., 2001). Provavelmente esta calogénese deve ter ocorrido em pelo balanco
entre a auxina e elevadas concentracdes de citocinina (20 pM), resultando no
desenvolvimento de calos. De maneira geral, concentragdes elevadas de reguladores de
crescimento vegetal favorecem a formacdo de calos (Bandeira et al., 2005), por ativar a
divisdo celular em células da base do explante exposta ao meio de cultura.

O maior comprimento dos brotos (2 cm) em P. foliolosa foi observado na auséncia
dos reguladores de crescimento vegetal utilizando-se segmento nodais apicais, sugerindo
que este explante possa apresentar uma alta taxa endogena de auxina, ja que se sabe que as
auxinas sao substiancias que controlam o crescimento ¢ o alongamento celular. Este
resultado também foi encontrado por Kang et al. (2009), que também registraram o maior
comprimento dos brotos de Populus trichocarpa em meio isento de reguladores de
crescimento vegetal. Benmahioul et al. (2009) constataram melhor crescimento (~ 2,5 cm)
da parte aérea de embrides isolados de pistache (Pistacia vera L.) em meio MS sem
regulador de crescimento vegetal. Por outro lado, segmentos nodais cotiledonares de P.
foliolosa necessitaram de BAP ¢ ANA para induzir maior nimero € comprimento de

brotos, sugerindo a necessidade de um balango entre estes dois reguladores de crescimento

57



para que ocorra a resposta morfogénica nesta espécie. De acordo com Santos et al. (2006)
as variagdes nas respostas obtidas decorrem, certamente, do balango hormonal interno de
cada planta, bem como do tipo de explante para desenvolver a resposta morfogenética.
Sabe-se que a indugdo ou a inibicdo dos processos morfogenéticos in vitro dependem do
balanco e da interagdo entre as substancias de crescimento enddgenas e exogenas (Monfort
et al., 2012). Neste dentido, estudos futuros analisando a quantidade e tipos de auxinas e
citocininas em cada tipo de explante ¢ fundamental para entender esta variagdo na resposta
morfogenética associando os difentes explantes aos diferentes tratamentos.

Verificou-se aos trinta dias de incubacao a senescéncia de folhas dos brotos em P.
foliolosa, indicando a possivel presenca de etileno no microambiente (tubo de cultura) e
assim estimulando a abscisdo de folhas (Figs. 11, 12 e 13). Embora ndo quantificado, esta
queda das folhas ¢ um forte indicativo da presenga de etileno, que segundo Grattapaglia e
Machado (1998) o acimulo desse regulador de crescimento pode interferir na morfogénese
das culturas, acelerando a senescéncia destas. Sabe-se que o etileno ¢ um hormonio gasoso,
cujo aumento esta associado a perda de clorofilas e ao desaparecimento gradual da cor, que
sdo aspectos caracteristicos da senescéncia de folhas (Alvarenga et al., 2012). Neste
sentido, a senescéncia de folhas in vitro ¢ totalmente indesejavel (Canto et al. 2009), uma
vez que o acumulo de etileno tem efeito adverso no desenvolvimento das plantas, afetando
a diferenciagdo, desenvolvimento, morfologia e crescimento, diminuindo a expansdo foliar
e o comprimento dos brotos, inibindo a regeneragao de novos brotos e causando necrose
apical (Erig e Schuch, 2005), além de promover abscisao foliar nos cultivos in vitro. Em
Anadenanthera colubrina, também foi verificado a presenca do etileno no cultivo in vitro,
causando abscisdo foliar e assim dificultando o crescimento dos brotos adventicios com
diminui¢dao do comprimento da parte aérea dos brotos (Nepomuceno et al., 2009). Lemos e
Blake (1994) também relatam que em algumas espécies lenhosas ao serem cultivadas in
vitro apresentam algumas respostas ao ambiente em que foram submetidas, € como
consequéncia, observou-se a abscisdo foliar e a reducdo no crescimento in vitro,
impossibilitando a continuacdo do processo de micropropagacao. Em cultivos com
Annona, Zobayed et al. (2002) verificaram uma alta abscisao foliar quando os explantes
sdo cultivadas em recipientes com restri¢ao de trocas gasosas.

As figuras 11, 12 e 13 mostram os aspectos morfoldgicos das brotacdes oriundas de
segmento nodais apicais e cotiledonares de P. foliolosa incubadas nos diferentes
tratamentos testados. Pode-se verificar o desenvolvimento das brotagdes em alguns

experimentos, bem como a presenga de calos na combinagao de ANA com BAP ou GA3.
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No- aplcal No-cotiledonar

Tratamento 1
CONTROLE

Tratamento 2
ANA (0,5 pM)

Tratamento 3
ANA ( 1,0 pM)

Tratamento 4
ANA (2,5 pM)

Figura 11. Regeneragdo de brotos via organogénese direta em P. foliolosa, a partir dos explantes segmento
nodais cotiledonar e apical aos 30 dias de cultura in vitro com diferentes tratamentos, verificando-se a
abscisdo foliar nas brotagdes.
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Noé-apical No-cotiledonar

Tratamento 5
ANA (0,5 pM) +
GA3 (20pM)

Tratamento 6
ANA (1,0 pM) +
GA3 (20uM)
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Tratamento 8
ANA (0,5 pM) +
BAP (20uM)

Figura 12. Regeneragdo de brotos via organogénese direta em P. foliolosa, a partir dos explantes segmento
nodais cotiledonar e apical aos 30 dias de cultura in vitro com diferentes tratamentos, verificando-se a
abscisdo foliar nas brotagdes.
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No-apical No-cotiledonar

Tratamento 9
ANA (1,0 pM) +
BAP (20pM)

Tratamento 10
ANA (2,5 pM) +
BAP (20pM)

Tratamento 11
GA3 (20 M)

Tratamento 12
BAP (20 pM)

Tratamento 13
BAP (20 pM) +
GA3 (20 pM)

Figura 13. Regeneragdo de brotos via organogénese direta em P. foliolosa, a partir dos explantes segmento
nodais cotiledonar e apical aos 30 dias de cultura in vitro com diferentes tratamentos, verificando-se a
abscisdo foliar nas brotagdes.
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Apesar de ter ocorrido o desenvolvimento de brotagdes em P. foliolosa ao final de 30
dias de incubacdo (Figs. 11-13), observou-se a formagdo de calos e botos em alguns
tratamentos utilizando auxina (ANA), citocinina (BAP) e acido giberélico (GA3) em
ambos os tipos de explantes (segmentos nodais apicais e cotiledonares) (Fig. 14). Sabe-se
que reguladores de crescimento abrangem moléculas de ocorréncia enddgena nos tecidos
vegetais e seus analogos, chamados por sintéticos, sdo sinalizadores e influenciam o
desenvolvimento da planta quando aplicados de forma exdgena. Na planta, as auxinas sao
produzidas nas regides de crescimento celular localizadas nos apices dos ramos e, em
menor quantidade, nas raizes, e seu transporte ocorre do topo da planta em dire¢ao a base.
As citocininas estdo envolvidas em processos de divisdo celular, proliferagdo e
morfogénese da parte aérea e sdo utilizadas nas culturas in vitro para a regeneracdo das
plantas. Na planta, a sintese das citocininas ocorre nas raizes e seu transporte ¢ feito da
base em dire¢do a parte aérea (Hartmann al., 1988; Taiz e Zeiger, 2009).

Nunes (2000) relata que cada tecido possui um balango endégeno de hormonios,
definido principalmente pela idade e pela localizagdo do explante, que ira interagir com os
reguladores de crescimentos exogenos que sao fornecidos no meio de cultura, promovendo
ou inibindo os processos de divisdao e diferenciacdo celular. Para a indugdo de calos ¢
possivel com a adi¢do de uma auxina ao meio de cultura, ou utilizando uma combinagao de
auxina e citocinina podem induzir calos (Nwewan et al., 1996). O balango entre auxinas e
citocininas, que podem agir sinergisticamente na regulagdo da divisdo celular, processo
essencial para a formagao do calo (Johri e Mitra, 2001; Roy e Banerjee, 2003). Também ¢
conhecido que altas concentracdes de citocininas no meio de cultura podem induzir
excessiva formagdo de calos em explantes de espécies lenhosas. Neste sentido, o
desenvolvimento de calo pode ser independente de auxinas e citocininas, dependente de
auxinas, dependente de citocininas ou dependente de ambas (Jaind et al., 1995).

Nos dois tipos de explantes utilizados em P. foliolosa, os calos formados
apresentaram dois tipos principais de calos: a) calos com aspecto fridvel e translucidos com
tonalidades verde/amarelado, e b) calos com aspecto compacto e tonalidade bege/marrom,
sendo este observado em menor quantidade. Alguns calos formados também apresentaram
aspecto heterogéneos misturando estes dois tipos de calos. Verificou-se a formagao dos
calos nos tratamentos controle, BAP (20 uM) associado com as diferentes concentragdes
de ANA (0,5, 1 e 2,5 uM), bem como a maior concentragdo de BAP (20 uM) associado
com GA3 (20 uM) (Fig. 14). Amaral (2006) verificou a formacdo de calos em 95% dos
explantes oriundos de segmentos nodais cotiledonar em Cedrela fissilis quando utilizou 5

uM de BAP.
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De maneira geral, calos com potencial morfogenético para desenvolvimento de
brotagdes ou para a embriogénese somadtica sdo caracterizados pela morfologia e coloragao.
As porgdes transliicidas amareladas dos calos sdo consideradas fridveis e com potencial
para formar embrides somaticos (Guerra et al., 1999; Ipekci e Gozukirmizi, 2005;
Arunyanart e Chaitrayagun, 2005). Os calos com aspecto friavel e translicido
verdes/amarelados obtidos em P. foliolosa (Fig, 11) sugere que possam ter potencial
morfogenético, enquanto os compactos de coloracdo bege/marrom visualmente nao
apresentam potencial morfogenético. Entretanto, aliado aos aspectos morfoldgicos citados,
analises anatomicas sao importantes para caracterizar adequadamente quanto ao potencial
para a resposta morfogenética, permitindo identificar a presenca de células com
caracteristicas merismtaticas, ou seja, células menores e isodiamétrica, com citoplasma
denso e nucleo evidente ocupando maior volume da célula. A presenca destas células
permitem a organizacdo de centros meristematicos, os quais, dependendo do estimulo
recebido, podem diferenciar embrides somaticos ou gemas vegetativas. Adicionalmente, a
presenga de regides esverdeadas em calos pode ser atribuida a sintese de pigmentos de
clorofila nas células de calos mantidos na presenca de luz (Corredoira et al. 2002).
Similarmente, Machado et al. (2010) obtiveram sucesso na formagado de calos fridveis em
Jatropha curcas quando combinaram ANA e BAP em meio de cultura MS, obtendo calos
fridveis com coloragdo verde, creme e marrom.

Adicionalmente, a variagdo na pigmentagao dos calos formados nos diferentes tipos
de explantes de P. foliolosa variou, mostrando que esta variagdo da pigmentacdo e
auséncia da mesma, pode ocorrer de acordo a cada tipo de espécie. Geralmente, a
pigmentacdo do calo ¢ igual a do tecido que o originou, mas a pigmentacao pode também
ser perdida durante a cultura. O desenvolvimento de pigmentacdo verde, devido as
clorofilas, estd associado ao desenvolvimento de cloroplastos, que ocorre na presenca de

luz (Corredoira et al., 2002).
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SEG. NODAL APICAL SEG. NODAL COTILEDONAR

ANA ( uM)

20,0

BAP ( uM)

GA; (uM)

Figura 14. Aspectos morfologicos dos calos induzidos na morfogénese in vitro em P. foliolosa a partir de
explantes oriundos de segmentos nodais apicais e cotiledonares incubados com BAP, ANA e GAs,
combinados ou ndo entre si. Barras:1cm

Explantes oriundos de segmentos nodais cotiledonares de P. foliolosa incubados
nos tratamentos com 20 pM de BAP; 0,5 uM de ANA + 20 uM de BAP e 1 uM de ANA
resultaram na formagao de gemas vegetativas (Fig. 14) a partir dos calos induzidos.

No tratamento com 20 uM de BAP + 1 uM de ANA foi possivel observar o
desenvolvimento das gemas vegetativas a partir de segmentos nodais cotiledonares, das
quais ¢ possivel observar a presenca de primodrdios foliares (Fig. 15 - setas). Entretanto,
analises anatOmicas sdo necessarias para definir se a resposta obtida ocorreu por
organogénese direta (a partir de gemas axilares pré-existentes) ou indireta (a partir da

formagao de gemas adventicias a partir de células do calo). O 4pice meristematico ¢ uma
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estrutura organizada, que pode desenvolver-se diretamente da parte aérea em meio de

cultura adequado, sem passar pela fase de calo (Torres et al., 1998).

Figura 15. Aspectos morfologicos de gemas vegetativas (A e B) formadas a partir de segmentos nodais
cotiledonares em P. foliolosa, mostrando o apice (a - seta) e base (b - seta) da gema vegetativa, em meio de
cultura contendo 20 pM de BAP + 1 uM de ANA. Barra:1cm

Calos friaveis e translicidos de tonalidade verde formados nos diferentes tratamentos
apresentaram diferengas quanto a morfologia de gemas vegetativas em desenvolvimento,
apresentando tonalidade verde-escuro (Fig. 16A-B) e verde-claro (Fig. 16C-D).

Também verificou-se a formacao de gemas vegetativas para os tratamentos contendo 20
uM de BAP+ 0,5 uM de ANA (Fig. 17A-B) e 20 uM de BAP + 1 uM de ANA (Fig. 17C-D),

em ambos os tipos de explantes (apicais e cotiledonares).

Figura 16. Aspectos morfologicos de calos translucidos e fridveis mostrando o desenvolvimento inicial de
gemas vegetativas com tonalidades verde-escura (A e B) e tonalidades verde-claro (C e D). Barras:1cm (A-D).
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Figura 17. Aspectos morfologicos de calos friaveis e translicidos em P. foliolosa obtidos no tratamento com
10 uM de BAP + 0,5 uM de ANA em segmentos nodais apicais (A) e cotiledonares (B) e no tratamento com
10 uM de BAP + 1 uM de ANA em segmentos nodais apicais (C) e cotiledonares (D), mostrando o
desenvolvimento de gemas vegetativas. Barras:1cm (C-D); 1 mm (A-B)

Quando utilizou-se a auxina ANA (1 e 2,5 uM) associada com 20 uM de giberelina
(GA3), verificou-se também a formagao de calos verde/amarelados, friaveis e translicidos
na base dos explantes (Fig. 18A) e o desenvolvimento de gemas vegetativas (Figs. 18B-D),

porém sem ocorrer o alongamento destas gemas em brotagdes.

Figura 18. Aspectos morfologicos de calos friaveis e translicidos em P. foliolosa obtidos no tratamento com
20 uM de GAs + 1 uM de ANA em segmentos nodais apicais (A) e cotiledonares (B) e no tratamento com 20
pM de GAs + 2,5 pM de ANA em segmentos nodais apicais (C) e cotiledonares (D), mostrando o
desenvolvimento de gemas vegetativas. Barras: 1cm (A-D);
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5.4.3 Enraizamento ex vitro e aclimatizacio em M. brauna e P. foliolosa

Para M. brauna e P. foliolosa os brotos adventicios obtidos in vitro foram
enraizados em terra vegetal + vermiculita (2:1, v/v), se mantiveram num crescimento
relativamente lento em fase de pré-aclimatiza¢do, onde os brotos para as duas espécies
apresentaram todos muito vigorosos € com a evolucdo para os 30 dias em sala com
temperatura e luz controlada, apenas 16 brotos mantiveram-se vigorosos € com
desenvolvimento visivel, uma boa taxa de sobrevivéncia de 53,3% para M. brauna e 65%

para o P. foliolosa (Fig. 19).

Figura 19. Imagens mostrandos o processo utilizado no enraizamento ex vitro de brotos micropropagados,
observando-se os brotos de M. brauna transplantados em substrato florestal + vermiculita (A), e os brotos de
P. foliolosa transplantados em substrato florestal + vermiculita (B).

Depois de pré-aclimatizados os brotos de M. brauna e P. foliolosa foram levados
para casa de vegetagdo onde foram totalmente adaptados ao ambiente natural. Este
resultado ¢ primordial para a multiplicagdo in vitro em qualquer espécie vegetal, pois a
necessidade de aclimatizar as plantas garante a sobrevivéncia das mesmas, quando

adaptada ao ambiente natural (Figs. 20 e 21).

Figura 20. Aspectos da etapa de aclimatizagdo de brotos micropropagados de M. brauna mostrando os
brotos mantidos em sala com condigdes controladas de temperatura e fotoperiodo(A), seguido da
transferéncia para a casa de vegetagdo para a aclimatizag¢do (B) ¢ mudas aclimatizadas ap6s 30 dias em casa
de vegetagdo (C).
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Figura 21. Aspectos da etapa de aclimatiza¢do de brotos micropropagados de P. foliolosa mostrando os
brotos mantidos em sala com condigdes controladas de temperatura e fotoperiodo(A), seguido da
transferéncia para a casa de vegetagdo para a aclimatizagdo (B) e mudas aclimatizadas apds 30 dias em casa
de vegetagdo (C).

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, foi possivel obter uma
metodologia para a producdo de brotos, via organogénese direta, cultivados em meio MS

para as trés espécies da familia leguminosa, M. brauna, D. nigra e P. foliolosa.
5.5 Conclusées

Os explantes de segmento nodais apicais, cotiledonares e intermediarios podem ser
indicados para a multiplicacdo das trés espécies estudadas na regeneracdo de brotos, pois
apresentaram capacidade morfogénica na regeneracao de botos.

Para a espécie M. brauna sugere-se a utilizacdo do explante nodal cotiledonar e
apical, pois as maiores médias para a variavel numero de brotos foram observadas quando
utilizou-se ANA (2 uM) + BAP (20 uM) e BAP (5, 10 e 20 uM) isoladamente para
segmento nodal cotiledonar, e 5 ¢ 10 uM de BAP isolados para segmentos nodais apicais.

Para a espécie D. nigra sugere-se a utilizacdo do segmento nodal cotiledonar e
intermediario, pois as maiores medias para a variavel nimero de brotos foram observadas
quando utilizado 4 uM de ANA associado a 20 uM de BAP, bem como 4 uM de ANA
associado a 10 uM de BAP.

Para a espécie P. foliolosa indica-se a utilizacdo do segmento nodal cotiledonar,
pois as maiores medias para a varidvel numero de brotos foram observadas quando
utilizou-se ANA (2,5 uM) + GA3 (20 uM) e ANA (0,5 e 1,0 uM) associados com GA3 (20
uM) e ANA (0,5¢ 1 uM) associados com BAP (20 uM).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos neste trabalho pode-se verificar padrdes bioquimicos
diferenciados na germinagcdo de sementes das duas espécies, assim como respostas
morfegénicas diferenciadas de acordo com o tipo de explante, tratamento e espécie
utilizada.

A germinagdo ¢ um processo complexo durante o qual a semente requer atividade
metabodlica para promover eventos celulares para que o embrido inicie o crescimento e
desenvolvimento até a formacao de uma plantula. Este trabalho sendo o primeiro a mostrar
uma associacdo entre substancias como agucares soluveis, PAs e¢ aminodacicos livres
durante a germinagao da semente e crescimento inicial das plantulas em P. foliolosa e D.
nigra. Estes resultados colaboram para uma maior compreensdo bioquimica no processo
germinativo das sementes destas espécies ameacadas de extingdo, nativas da Mata
Atlantica, uma das florestas mais ameagadas no mundo.

No processo germinativo realizado para as espécies P. foliolosa e D. nigra pode ser
verificado diferengas na germinag@o, onde sementes de P. foliolosa germinaram antes das
sementes de D. nigra. Este resultado pode ter ocorrido provavelmente, em decorréncia dos
compostos presentes ou disponiveis no processo de germinagao das suas sementes (como
carboidratos e poliaminas) e pelo menor requerimento de agua em P. foliolosa
comparativamente com D. nigra. Verificou-se que sementes D. nigra necessitam de maior
absorcao de 4gua comparado com as de P. foliolosa.

Em relagdo aos carboidratos, as sementes de D. nigra e P. foliolosa apresentaram
sacarose, frutose e glicose. Porém, o carboidrato soluvel maltose s6 foi constatado nas
sementes de D. nigra e pode estar associado ao alto conteudo de glicose presente nesta
espécie. No processo germinativo para as espécies D. nigra e P. foliolosa verificou-se a
presenca das PAs livres Put, Spd e Spm, com padrao diferenciado entre as espécies em
especial para Spd e Spm. A partir dos resultaos obtidos sugere-se que o alto conteudo de
sacarose em sementes maduras e aumento crescente no conteudo de Spd e Spm durante a
germinagdo (Fases I e II) em P. foliolosa podem estar relacionados com a germinagao
inicial nesta espécie. Por outro lado, o alto conteudo de glicose e a presenga de maltose em
sementes maduras desidratadas e nas fases I e II da germinagdo sugerem que estes dados
podem estar associadas com o maior tempo necessario para a germinagao de sementes de

D. nigra. Contudo, de forma similar para as duas espécies, pode-se verificar altos
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conteudos de Put livre e fructose em ambas, os quais podem ser necessdrios para o
crescimento das plantulas (na fase III) em ambas as espécies.

Ademais, foram identificados 18 aminoacidos, onde sementes de P. foliolosa
apresentaram contetdos significativamente maiores para a maioria dos aminoacidos
analizados em modo geral. Deste total 14 aminoacidos foram verificados em alto contetido
nas sementes maduras de P. foliolosa (4cido aspartico, acido glutdmico, serina, histidina,
glicina, arginina, treonina, alanina, GABA, tirosina, valina, fenilalanina, isoleucina, leucina
e ornitina), enquanto em D. nigra, 7 destes (acido aspartico, alanina, GABA, tirosina,
valina, fenilalanina, isoleucina e leucina) apresentaram alto contetido na semente madura.

Este ¢ o primeiro trabalho a mostrar uma associagao entre estes compostos durante a
germinacdo e crescimento inicial da plantula nestas espécies. Esta caracterizagdo contribui
para a o conhecimento bioquimico da germinacdo de sementes em espécies arboreas e
pode ser utilizada para programas de conservagao de espécies arboreas ameacadas de
extingdo, bem como em abordagens biotecnoldgicas para melhorar os métodos alternativos
de propagacao in vitro, como embriogénese somatica.

Na morfgoénese in vitro em M. brauna, D. nigra e P. foliolosa verificou-se a
formacdo de brotos em todos os tratamentos testados em meio MS, quando se utilizou os
trés tipos de explantes nodais (apical, cotiledonar e intermediario) excisados da plantula
com 30 dias de cultivo in vitro. Em geral para as trés espécies contidas neste estudo, o
explante segmento nodal cotiledonar apresentou respostas morfogénicas satisfatorias para a
regeneragao de brotos.

Entretanto, os explantes oriundos de segmentos de hipocétilo, epicotilo e foliolos
testados em M. brauna e D. nigra ndo apresentaram capacidade morfogénica para
formacao de brotos em todos os tratamentos utilizados, ndo ocorrendo a inducdo e
desenvolvimento de brotagdes in vitro.

A adi¢do de BAP e ANA ao meio de cultura MS proporcionou um aumento do
nimero de brotos formados nos diferentes explantes em M. brauna, D. nigra e P. foliolosa.
Para M. brauna as concentragdes 5 ¢ 10 uM de BAP isoladas, indicam serem tratamentos
que promoveram uma melhor capacidade morfogénica em relacdao a todas as varidveis e
em todos os explantes testados na etapa de multiplicagdo in vitro. Para D. nigra os
resultados obtidos com 5 pM de BAP isoladamente sugere ser este o melhor tratamento
para promover uma resposta morfogénica que atende todas as variaveis testadas em todos
os explantes oriundos de segmentos nodais utilizados na etapa de multiplicacdo in vitro.
Para P. foliolosa os tratamentos com auséncia (controle) e presenca das concentragdes de

ANA isoladas atendem as varidveis avaliadas quando utilizado explante oriundos de

70



segmentos nodais apicais, enquanto para o cotiledonar a resposta morfogéncia foi
satisfatoria no tratamento contendo ANA (2,5 uM) associada a BAP (20 uM). Estes
resultados sdo inéditos para estas espécies e mostram que a resposta morfogenética para
inducdo de brotacao ¢ dependente da espécie, tipo de explante e redulador de crescimento
adicionado ao meio de cultura.

Para a espécie D. migra observou-se enraizamento na fase de multiplicagdo nos
tratamentos com auséncia de reguladores (controle) e na presenga de ANA (2 puM)
utilizando os explantes oriundos de segmentos nodais cotiledonares. Esse resultado indica
a facilidade em dar seguimento as etapas futuras de estudos com enraizamento das
brotacdes e aclimatizagdo das mudas nesta espécie, possivelmente, sem a necessidade de
uso de auxina. Ademais, a aclimatizacdo de mudas em M. brauna e P. foliolosa mostra que
a micropropagacao destas ¢ uma alternativa vidvel para a produgdo mudas, que possam ser
utilizadas em programas de conservagao destas espécies ameacadas de extingao.

Estes resultados sdo inéditos para estas espécies e importantes para aumentar o
conhecimento relacionado com a germinagdo de espécies arboéreas nativas, assim como,

para possibilitar formas alternativas de propagacado destas espécies, via micropropagacao.
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