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Resumo

DIAS, Leonardo Lucas Carnevalli, M.S., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2006. Influéncia do etileno e de poliaminas sobre a
morfogénese in vitro do maracuja (Passiflora sp.). Orientador: Wagner
Campos Otoni. Conselheiros: Eny lochevet Segal Floh, Raimundo Santos
Barros e Sérgio Yoshimitsui Motoike.

O presente trabalho teve por objetivo investigar as possiveis inter-
relacbes entre etileno e poliaminas sobre a capacidade morfogénica de
explantes de hipocétilo de duas espécies de maracujazeiro (Passiflora
cincinnata Masters e Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener populacéo
FB-100). Explantes de hipocdétilo retirados de plantulas germinadas in vitro
foram cultivados em meio contendo sais MS, complexo vitaminico B5, 30 g.L™*
de sacarose, 100 mg.L™* de inositol, 10% (v/v) de &4gua de coco, 0,5 mg.L" 6-
benzilaminopurina (BAP) e solidificado com 2,5 g.L™" de Phytagel. Os niveis de
etileno e poliaminas foram mensurados ao longo do periodo de inducdo da
organogénese. Concomitantemente, foi realizada a histologia com a fixagdo do
material vegetal em F.A.A. 50% e acompanhamento da ontogénese das gemas
adventicias, de forma a se caracterizar os diferentes eventos envolvidos na
rediferenciacdo celular e a regulacdo dos niveis de poliaminas e etileno.
Também foram realizados tratamentos com inibidores (aminoetoxivinilglicina —
AVG, tiossulfato de prata - STS), sequestrador (perclorato de mercurio — PM) e
promotor da producdo de etileno (acido 1-carboxilico 1-aminociclopropano -
ACC), além da adicdo de poliaminas (putrescina, espermidina e espermina) e
de seu inibidor (metilglioxal-bis-guanil hidrazona — MGBG) ao meio de cultivo.
Foi observado atraso nas respostas morfogénicas em P. edulis f. flavicarpa em
comparagao com P. cincinnata, sendo coincidente com o atraso observado nas
concentracdes de poliaminas e etileno mensurados naquela espécie. As
respostas morfogénicas dos explantes foram semelhantes nos tratamentos
com inibidores e sequestrador, sendo observado comprometimento da
organogénese apenas no meio de cultivo com adicao isolada de ACC. Nos
tratamentos com poliaminas nédo foi observada diferenca em relacdo ao
tratamento controle. Todavia, o tratamento com MGBG apresentou respostas
semelhantes aquele com ACC levando a reducdo da resposta morfogénica.
Observou-se que culturas em estadios de rediferenciacdo, caracterizadas por
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apresentarem altas taxas de expansdo e alongamento, apresentaram niveis
elevados de etileno associados a altos niveis de poliaminas, sugerindo que a
competicdo entre as duas rotas biossintéticas é altamente regulada e plastica,

e gque a interacao seria a peca chave para a definicdo da diferenciacao.



Abstract

DIAS, Leonardo Lucas Carnevalli, M.S., Universidade Federal de Vicosa,
February 2006. Morphogenesis in vitro of passion fruit (Passiflora
sp.) as affected by ethylene and polyamines. Adviser: Wagner Campos
Otoni. Committee Members: Eny lochevet Segal Floh, Raimundo Santos
Barros and Sérgio Yoshimitsui Motoike.

The present study was conducted to evaluate possible interactions
between ethylene and polyamines levels upon in vitro morphogenesis of two
passion fruit species (Passiflora cincinnata Masters and P. edulis Sims f.
flavicarpa Degener, population FB-100). Hypocotyl-derived segments (average
10 mm length) were cultivated in MS-based medium, with B5 vitamin complex,
30 g.L™ sucrose, 100 mg.L™* myo-inositol, 10% (v/v) coconut water, 0,5 mg.L™
6-benzyladenine (BA) ), and solidified with 2.5 g L™ Phytagel®. Ethylene and
polyamines were assayed at different times in culture (3, 6, 9, 12, and 30 d).
Aiming to characterize the shoot-buds differentiation histological analyses were
performed with previous fixation of the samples in FAA 50%. The effects of
ethylene inhibitor, promoter and scavenger (aminoethoxyvinilglycine — AVG,
silver tiosulfate — STS, 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid — ACC, and
mercury perchlorate- MP, respectively), polyamines (spermine, spermidine and
putrescine) and its inhibitor (methylglyoxal-bis-guanylhydrazone - MGBG) were
also analysed. A delayed organogenic response occurred in explants of P.
edulis f. flavicarpa as compared to P. cincinnata, though coincident with a
delayed detection of ethylene and polyamine in cultures of the former. Similar
morphogenic responses were observed in explants cultured onto AVG- or MP-
supplemented medium, whereas ACC-treated cultures impaired organogenic
responses. Polyamine-supplemented cultures displayed morphogenic
responses similar to those from control treatment. However, MGBG similarly to
ACC lessened the morphogenic responses. Interestingly, explants at
redifferentiation stages displayed high expansion and elongation rates, linked to
elevated ethylene and polyamine, suggesting that competition between their
biosynthetic pathways is highly regulated and plastic, and that these

interactions may play a key role in differentiation process.



INTRODUCAO GERAL

O maracuja pertence a ordem Passiflorales, tribo Passiflorae e familia
Passifloraceae, composta de 18 géneros e aproximadamente 630 espécies
(Cunha e Barbosa, 2002). As espécies de maracuja sdo consideradas perenes
em sua grande maioria, mas existem espécies anuais em pequeno numero,
como € o caso de Passiflora gracilis (Vanderplank, 1996; citado por Cunha e
Barbosa, 2002).

A cultura do maracujazeiro no Brasil tem grande importancia pela
gualidade de seus frutos ricos em sais minerais e vitaminas, sobretudo, A, C e
do complexo B; pelas suas propriedades farmacoldgicas, como a maracujina, a
passiflorine e a calmofilase, especialidades farmacéuticas de amplo uso como
sedativo, depurativo, anti-inflamatério e antiespasmaodico; e ainda pelo valor
decorativo de suas flores (Ferreira e Oliveira, 1991, Lorenzi e Matos, 2002).

A evolucao da cultura do maracuja no Brasil se deu de modo rapido. No
inicio da década de 70 o pais nado figurava nem mesmo entre 0s principais
produtores mundiais e, ja no final dessa mesma década, era o maior produtor e
exportador mundial de suco concentrado (S&o José, 1991). No Brasil, o fruto do
maracuja € utilizado, principalmente, para o consumo in natura e fabricacdo de
sucos que, além de ser consumido no mercado interno, é também exportado,
sendo mercado europeu o principal consumidor do produto brasileiro,
adquirindo mais de 90% do suco (Souza et al., 2002).

Embora o género Passiflora agrupe numero tdo grande de espécies,
poucas sdo exploradas comercial e industrialmente, sendo P. alata Dryander
(maracujazeiro doce), P. edulis Sims. (maracujazeiro roxo) e P. edulis f.
flavicarpa Deg. (maracujazeiro amarelo) as principais espécies de frutos
comestiveis, sendo esta Ultima a mais importante economicamente e a mais
cultivada no mundo (Couceiro, 2002).

Varias espécies tém cultivo e consumo razoavelmente acentuado em
regibes brasileiras especificas, entre as quais podemos citar Passiflora
quadrangularis Linn., P. mollissima Bailey, P. nitida HBK, P. caerulea Linn., P.
laurifolia Linn., P. coccinea Aubl., P. cincinnata Mast., P. linguralis Juss. e P.
incarnata Linn. (FRUTAL, 2000; citado por Lombardi, 2003).



Passiflora cincinnata Mast. € um gendtipo de interesse em programas de
melhoramento pois apresenta resisténcia a doenca da parte aérea causada
pela bactéria Xanthomonas campestris f. sp. passiflorae (Yamashiro, 1991),
além de se apresentar como excelente porta-enxerto (Lima e Trindade, 2002).
Possui ampla distribuicdo, principalmente na América tropical, ocorrendo desde
o sul da América do Norte até ao sul da América do Sul, ao longo da costa
brasileira (Agra et al., 1996, citados por Lombardi, 2003).

Esta espécie é popularmente conhecida como maracuja-mochila,
maracuja-do-mato ou maracuja-tubardao. Possui flores muito vistosas, grandes
e perfumadas e devido ao crescimento vigoroso e habito trepador é
considerada no litoral do nordeste do pais como planta daninha. A espécie é
perene e pode chegar até 4,5 m de comprimento, com gavinhas espiraladas.
As sementes sao ovais, faveoladas e negras (Nunes e Queiroz, 2001).

O maracujazeiro € uma cultura bem estudada em seu cultivo in vitro, ndo
se mostrando recalcitrante e respondendo bem a aplicacdo de reguladores de
crescimento, ja tendo sido possivel fechar o ciclo de micropropagacao
(Grattapaglia et al., 1991), entretanto, ressalte-se que o potencial propagativo
em questdo depende da espécie ou da fonte de explante (Apezzato-da-Gléria
et al., 1999). De maneira geral, a cultura in vitro de espécies de Passiflora
compreende a conservagcdo de recursos genéticos e a obtencdo de plantas
transgénicas (Vieira e Carneiro, 2004). Para o género, ha relatos da
organogénese direta que pode ser mediada por diversos explantes néo
meristematicos, como segmentos de folhas (Becerra et al., 2004); cotilédones e
hipocétilos (Dornelas e Vieira, 1993; Silva, 1998; Hall et al., 2000; Reis, 2001;
Lombardi, 2003, Fernando, 2005), gavinhas (Dornelas e Vieira, 1994) e
internodios (Biasi et al., 2000).

O género Passiflora tem despertado o interesse crescente por parte da
comunidade cientifica em desenvolver trabalhos em vérias areas do
conhecimento, dentre elas a genética, a botanica, a fisiologia vegetal e a
biotecnologia. Nesse sentido, o conhecimento e o dominio das técnicas de
cultura de tecidos e morfogénese in vitro sdo de grande importancia como
técnica auxiliar no desenvolvimento de estudos de clonagem, caracterizacdo e
incorporacdo de genes relacionados a resisténcia a viroses, bacterioses, e,

sobretudo, daqueles envolvidos no controle do processo de maturacdo dos



frutos, pela manipulacdo de genes envolvidos na biossintese de etileno
(Barbosa, 1999; Barbosa et al., 2001).

Dado a natureza climatérica dos frutos da espécie (Pocasangre-
Enamorado et al., 1995; Shiomi et al. 19964, b), alguns trabalhos jA mostraram
também a sensibilidade dos explantes de maracujazeiro ao etileno (Barbosa et
al., 2001; Reis, 2001; Reis et al., 2003). Portanto, o maracujazeiro podera
tornar-se um modelo importante que contribuira para o melhor entendimento de
aspectos da senescéncia influenciada pelo etileno, bem como da influéncia
desse horménio vegetal sobre os processos morfogénicos.

Considerando-se que as vias biossintéticas do etileno e das poliaminas
podem competir por um precursor comum, S-adenosil metinonina (SAM)
(Alpebaum et al.,, 1981), é importante avaliar e caracterizar os niveis de
poliaminas ocorrentes nos explantes cultivados em presenca de promotores ou
inibidores do etileno (Pua, 1999).

Uma vez que a rota biossintética destas duas substéncias é quase
totalmente conhecida, tendo-se conhecimento a respeito das drogas e etapas
onde se pode intervir (Figura 1), torna-se possivel a manipulacdo dos niveis de
poliaminas pela adicdo de inibidores e promotores de seu metabolismo ao meio
de cultura sendo uma ferramenta interessante para estudos da interacao entre

poliaminas e etileno.
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Figura 1 — Rotas de biossintese de poliaminas e etileno. As enzimas envolvidas séo:
(1) descarboxilase da arginina; (2) iminohidrolase da agmatina; (3) descarboxilase da
ornitina; (4) sintase da espermidina; (5) sintase da espermina; (6) descarboxilase da
SAM; (7) sintase da SAM; (8) sintase do ACC; (9) oxidase do ACC; (10) arginase. Em
vermelho estdo representados os inibidores e seus respectivos pontos de acéo:
DFMA, DL-O-difluorometil arginina; DFMO, DL-0O-difluorometil ornitina; CHA,
ciclohexalamina; MGBG, metilglioxal-bis-guanil hidrazona; AVG, aminoetoxivinilglicina
(Modificado de Martin-Tanguy, 2001).

Dado as caracteristicas observadas nas espécies de Passiflora no que
se refere ao comportamento in vitro e por ser uma espécie com grande
sensibilidade ao etileno, este trabalho teve como objetivos: (i) estudar as inter-
relacdes etileno-poliaminas na resposta morfogénica em duas espécies de
maracujazeiro (Passiflora cincinnata Masters e P. edulis Sims f. flavicarpa
Degener); (ii) caracterizar a importancia das concentracées de poliaminas nos
tecidos vegetais durante a aquisicdo de competéncia para respostas
morfogénicas; e (iii) otimizar o protocolo de indu¢do de organogénese em P.

cincinnata Masters.
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Capitulo 1
Caracterizagdo de espécies de maracujazeiro (Passiflora cincinnata Masters
e P. edulis Sims f. flavicarpa Degener) quanto aos niveis de etileno e

poliaminas ao longo do periodo de inducdo de morfogénese

1- INTRODUCAO

Passiflora cincinnata Masters € uma liana glabra ou levemente pilosa, de
caule cilindrico. As folhas sédo palmatipartidas e contém um par de glandulas
peciolares. As flores apresentam sépalas de cor verde na face externa e azul-
rosada ou violeta na face interna. As pétalas apresentam as mesmas cores da
face interna das sépalas. Os filamentos da corona apresentam a parte inferior
parpura, parte intermediaria listrada de azul-rosado e azul-palido, parte superior
azul-palido ou escuro. O fruto é globoso ou ovodide, medindo cerca de 5 cm de
comprimento e 3 cm de largura (Cunha et al., 2002).

P. edulis Sims f. flavicarpa Degener € uma planta sub-lenhosa, de habito
trepador, glabra, de caule cilindrico ou levemente anguloso quando jovem.
Suas folhas, quando adultas, sao trilobadas, margem serreada, com face
superior lustrosa e peciolo biglanduloso. As flores apresentam sépalas e
pétalas de cor branca e purpura na base. Os filamentos da corona sdo em
quatro ou cinco séries. O fruto € globoso, de cor amarela quando maduro. Esta
espécie é nativa da América do Sul, sendo cultivada no Havai, Quénia, india,
Austrdlia, Caribe e Brasil (Cunha et al., 2002).

Ambas espécies foram anteriormente estudas com relacdo ao seu
comportamento in vitro (Dornelas e Vieira, 1994; Lombardi, 2003; Becerra et
al., 2004; Isutsa, 2004; Guzzo et al., 2004; Fernando, 2005; Trevisan e
Mendes, 2005), sendo que a maioria dos trabalhos realizados com o género
Passiflora foram com P. edulis f. flavicarpa. Contudo, Passiflora cincinnata &
uma espécie com alta resposta morfogénica in vitro mostrando elevada
frequéncia de formacdo de gemas adventicias (Dornelas e Vieira, 1993;
Lombardi, 2003) sendo uma das poucas espécies de Passiflora na qual foi
observada embriogénese somatica (Reis, 2005), apresentando-se assim como

um bom modelo para estudos morfogénicos.



Recentemente, o conceito de inter-relagdo entre os hormdnios tem
atraido a atencdo com a idéia de que as rotas de sinalizacdo entre os
hormonios interagem em uma complexa rede de transferéncia informacional na
qual uma variedade de estimulos desencadeia multiplas respostas, constituindo
uma rede de sinalizacdo cruzada (Chow e McCourt, 2004).

Poliaminas e etileno sdo duas classes de horménios que apresentam
ampla gama de funcdes relacionadas ao crescimento e desenvolvimento
vegetal. A interacdo se da em diversos niveis, sendo que relatos de diversos
autores muitas vezes apresentam-se contrastantes (Pua, 1999).

A biossintese de etileno e poliaminas envolve a incorporacdo de um
grupo aminopropil do S-adenosilmetionina (SAM) sendo que sob certas
condicbes, a competicdo pelo SAM pode ser um fator de restricdo para a
producao de etileno ou poliaminas (Buchanan et al., 2000).

Segundo Lee e colaboradores (1997) as poliaminas inibem a producao
de etileno pela reducédo da atividade da sintase do ACC e da oxidase do ACC.
Ao passo que, segundo Roustan e colaboradores (1993), o etileno pode inibir a
formacdo de poliaminas pela reducdo da atividade da descarboxilase da
arginina (ADC) e descarboxilase do SAM (SAMDC).

De forma a se ter uma configuracédo pontual das ac¢des das duas classes
de substancias, associada a uma observacdo quantitativa das concentracdes
requeridas, o presente trabalho teve como objetivo, a caracterizacdo das
concentracdes de poliaminas e etileno ao longo do periodo de inducdo da

morfogénese, acompanhado por uma visualizacdo dos eventos ontogénicos.



2- MATERIAL E METODOS

Para a espécie Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener foram
utilizadas sementes da populacdo FB-100 Maguary, cedidas pelo Viveiro Flora
Brasil Ltda (Araguari, MG). Esse material foi melhorado para atender as
demandas da industria de suco (Vieira e Carneiro, 2004).

Da espécie Passiflora cincinnata Mast. foram utilizadas como fontes de
explantes, sementes maduras obtidas de frutos oriundos de polinizacdo aberta
e fornecidos pelo Setor de Fruticultura do Departamento de Fitotecnia, da
Universidade Federal de Vicosa. A extracdo das sementes deu-se de acordo
com o protocolo proposto por Tsuboi e Nakagawa (1992). Apds a extracao
manual do suco, as sementes foram postas para fermentar em sua prépria
polpa, em recipiente plastico e a temperatura ambiente, por um periodo de trés
dias. Em seguida, as sementes foram friccionadas com areia lavada até que
toda mucilagem do arilo fosse retirada e postas para secar a sombra, em
ambiente de laborat6rio, por trés dias.

Previamente ao processo de desinfestacdo das sementes, essas tiveram
0os tegumentos removidos com auxilio de uma mini-morsa, segundo técnica
proposta por Reis (2001). Sob condicGes assépticas, a desinfestacao consistiu
da imersao inicial das sementes em &alcool 70% (v/v) por 30 s seguida pela
imersdo em solucdo de hipoclorito de sédio comercial a 5% (v/v) (Super
Globo®, Brasil) mais Tween 20 a 0,1 % (v/v), por um periodo de 10 min. Apds
esse periodo, foram realizados quatro enxagies com agua desionisada e
autoclavada.

As sementes foram transferidas para frascos de vidro (250 ml de
capacidade), contendo 30 ml de meio de cultura e 12 sementes por frasco. A
composicdo do meio de cultura consistiu de sais MS (Murashige e Skoog,
1962) a metade de sua concentra¢do, complexo vitaminico B5 (Gamborg et al.,
1968), 30 g L™ de sacarose e 100 mg L™ de mio-inositol, 2,5 g L™ de Phytagel®
(Sigma Chemical Company, USA), com pH ajustado para 5,7 £ 0,1, sendo
autoclavado a 120°C, 1,1 Pa por 20 min.
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A germinacdo deu-se no escuro, sendo que apos 15 dias de inoculacéo
as plantulas foram transferidas para o ambiente de sala de crescimento com
regime luminoso de 16/8h (luz/escuro), sob irradiancia de 36 pmol m? s™ (2
lampadas fluorescentes, Luz do Dia Especial, 20 W, Osram, Brasil) e
temperatura de 25 + 2°C. As plantas permaneceram nessa condi¢cdo por quinze
dias adicionais.

Sob condi¢Bes assépticas, hipocétilos de plantulas com 30 dias foram
excisados, sendo subdividido em cinco explantes (cada explante com
aproximadamente 10 mm de comprimento) por plantula, e inoculados em meio
de cultura, consistindo de sais MS, complexo vitaminico B5, 30 g L' de
sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol, 10% (v/v) de agua de coco, 2,5 g L™ de
Phytagel® (Sigma Chemical Company, USA), acrescido de 0,5 mg L™ de 6-
benzilaminopurina (BAP), sendo o pH ajustado para 5,7 £ 0,1. Verteu-se 20 ml
de meio em frascos de vidro (60 x 60 mm, 125 ml de capacidade) do tipo
“baby-food jars” (SamaVidros, Sao Paulo, Brasil), sendo autoclavados a 120°C,
1,1 Pa por 20 min.

Para a espécie P. cincinnata, além do meio de inducdo de
organogénese, foi utilizado um meio indutor de calogénese, consistindo este de
sais MS, complexo vitaminico B5, 30 g.L™" de sacarose, 100 mg.L"* de mio-
inositol, 2,5 g.L' de Phytagel®, acrescido de 1 mg.L’ de &cido 24-
diclorofendxiacético (2,4-D), com pH ajustado para 5,7 + 0,1 (Silva® -
comunicacao pessoal).

Cada frasco constituiu uma repeticdo sendo cinco repeticdes por
tratamento. Os frascos foram vedados com duas camadas de filme plastico de
PVC transparente (Rolopac®, Brasil), no qual foram fixados septos de silicone
para a retirada das amostras da atmosfera interna. Os tratamentos referem-se
ao tempo de exposicdo ao meio de cultivo e periodo de quantificacdo, sendo O;
3;4;5;6;9; 12; 18; 24 e 30 dias.

O experimento foi conduzido em sala de crescimento sob temperatura
de 25 + 2°C, regime luminoso de 16/8h (luz/escuro), sob irradiancia de 36 umol

m? s (2 lampadas fluorescentes, Luz do Dia Especial, 20W, Osram, Brasil).

L SILVA, M.L. — Docente da Universidade do Estado do Mato Grosso (UNEMAT)
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Ao longo de trinta dias foram determinados os niveis de poliaminas nos
explantes e de etileno emanado pelos explantes vegetais.

A mensuragdo dos niveis de etileno foi realizada no Laboratério de
Crescimento e Desenvolvimento de Plantas, do Departamento de Biologia
Vegetal da Universidade Federal de Vicosa. Para tal, foi utilizado equipamento
de cromatografia gasosa Hewlett-Packard 5890, series Il, equipado com coluna
de aco inoxidavel empacotado com Poropak-N (80-100 mesh), de 3,2 mm de
diametro interno e 1,5 m de comprimento, tendo como fase mével o nitrogénio,
com fluxo de 30 ml s*. A temperatura da coluna foi de 60 °C, 75 °C a do injetor
e 135 °C no detector de ionizacdo da chama, e temperatura ambiente de 25 +
1°C. A injecdo da amostra no equipamento foi feita utilizando-se seringa para
insulina de 1cm® com agulha tipo 29G de ¥ polegada (B-D, Becten Dickinson
and Company, EUA). Apés a determinacdo do etileno acumulado, os frascos
foram abertos em capela de fluxo laminar, por 30 min, e novamente vedados
com duas camadas de filme pléstico. Realizou-se nova leitura apés 24 horas
para o calculo da taxa de producéo. O etileno acumulado foi expresso em pmol
g’ de matéria fresca e a taxa de producéo em pmol. h™* g* de matéria fresca.

A quantificacdo de poliaminas foi realizada no Laboratério de Biologia
Celular (BIOCEL), do Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo, de
acordo com a metodologia descrita por Silveira et al. (2004). O fracionamento
das poliaminas foi realizado em cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC) em coluna de 5 pm (Shimadzu Shin-pack CLC ODS). O fluxo de corrida
foi de 1 ml min™ a 40 °C, sendo o detector de fluorescéncia calibrado para 340
nm (excitagédo) e 510 nm (emissao).

Foram realizados estudos anatdbmicos nos explantes de cada tratamento
a fim de rastrear os processos de desdiferenciacdo e rediferenciacdo de
meristemodides a partir dos explantes hipocotiledonares. As amostras foram
coletadas e fixadas em F.A.A 50 % (formol: acido acético: alcool etilico 50%)
por 24h. Em seguida foram lavadas em &lcool 70%, desidratadas em série
alcodlica e incluidas em metacrilato (Historesin, Leica). As seccdes (8 um de
espessura) foram obtidas utilizando micr6tomo rotativo de avanco automatico
(RM 2155 — Leica), equipado com navalha de aco descartavel. A coloragéo foi
feita com Azul de Toluidina a pH 4,0 (O’'Brien e McCully, 1981), por 10 minutos.

As laminas foram montadas em resina sintética Permount®. As observacdes e
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os registros fotograficos foram realizados em microscépio Olympus AX70, com
sistema U-Photo, do Laboratério de Anatomia Vegetal, da Universidade Federal
de Vicosa.

Os dados da mensuracdo de etileno foram submetidos a analise de
variancia e para a comparacao das meédias foi realizado o teste de Tukey, a 5%
de probabilidade, sendo o experimento montado em fatorial simples, em que as
repeticdes foram escolhidas por meio de sorteio. Os dados referentes as

poliaminas foram analisados a partir da média e desvio padréo.
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3- RESULTADOS

3.1- Morfogénese in vitro em Passiflora cincinnata e P. edulis f. flavicarpa

Passiflora cincinnata apresentou maior intensidade de resposta em
relacdo a P. edulis f. flavicarpa. Pode-se observar macroscopicamente um
atraso ao que se refere a resposta morfogénica em P. edulis f. flavicarpa
comparativamente a P. cincinnata, sendo que para esta espécie a formacao de
gemas ocorreu por volta do nono dia ao passo que para P. edulis f. flavicarpa
este evento ocorreu por volta do 12° dia de cultivo.

Foi possivel verificar divisdes celulares nas células do parénquima
cortical e medular adjacentes a regido vascular e proximas a superficie de
seccionamento do explante, notadamente na extremidade distal (Figura 2A e
B). Esse processo continuo de divisdo celular originou areas meristematicas
periféricas, apresentando divisées intensas nas camadas epidérmicas e
subepidérmicas dos explantes. Apesar de que em ambas espécies as divisdes
celulares se mostraram intensas ao terceiro dia, em P. cincinnata a
rediferenciacdo ocorreu precocemente observando-se a formagao de
meristemoides ao sexto dia (Figura 2C) que evoluiram para gemas ao nono dia
(Figura 2E). Ao contrario, em P. edulis f. flavicarpa observou-se formacéo
semelhante a partir do nono dia de cultivo (compare Figura 2C e D) sendo que
dessas houve formacdo de gemas aos 12 dias de cultivo (Figura 2F). A
expressao morfogénica progrediu na periferia dos explantes, para estruturas
organogénicas (Figura 2E e F). Na periferia do calo, pode-se observar a
formacdo de nodulos vasculares estabelecendo a conexdo vascular do calo
com as estruturas organogénicas.

O acompanhamento dos contetdos de poliaminas e etileno ao longo do
periodo de morfogénese permite acompanhar as alteracbes ao longo das
etapas da transdiferenciacdo. Fukuda (1997) propfe que O processo de
transdiferenciacdo pode ser dividido em 3 etapas: a primeira envolveria o
processo de desdiferenciacdo, a segunda etapa envolveria a expressao da
totipotencialidade das células desdiferenciadas, e a ultima envolveria 0s
eventos especificos de formacao do 6rgdo ou tecido.
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Com relacdo aos niveis de etileno, para P. cincinnata observou-se um
incremento no etileno acumulado até o nono dia de cultivo com posterior
decréscimo, sendo os niveis maximos bem superiores aos apresentados por P.
edulis f. flavicarpa. Os niveis de etileno produzido tiveram seu pico por volta do
sexto ao nono dias de cultivo (Figura 1A e B). Para P. edulis f. flavicarpa
observou-se incremento nos niveis de etileno até o décimo segundo dia de
cultivo, sendo que apGs este periodo inicia-se 0 decréscimo no seu acumulo.
Os niveis de etileno produzidos seguiram padrdo semelhante, sendo que o pico
de producao ocorreu ao nono dia.

Notou-se que o0 atraso nos niveis maximos de acumulo de etileno,
observado para P. edulis f. flavicarpa em relacdo a P. cincinnata, coincidiu com

0 atraso observado nas respostas organogénicas.
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Figura 1- Niveis de etileno mensurados em Passiflora cincinnata e P. edulis f.
flavicarpa. A — Niveis de etileno acumulado. B — Niveis de biossintese de etileno. As
médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p O 0,05).

As letras minasculas referem-se a comparacdo entre espécies enquanto as
mailsculas referem-se aos dias.
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Figura 2 — Cortes histolégicos longitudinais, mostrando o extremo distal de explantes de
hipocétilos de maracujazeiros: A, C e E: Passiflora cincinnata aos 3°, 6° e 9° dias de
cultivo in vitro, respectivamente; B, D e F: P. edulis f. flavicarpa aos 3°, 6° e 12° dias de
cultivo in vitro, respectivamente. Setas indicam o desenvolvimento de gemas adventicias.

Barras= 200 pm.
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No tocante as poliaminas, Passiflora edulis f. flavicarpa apresentou um
maior nivel de espermidina e espermina, exibindo os picos de concentracdes
de ambas poliaminas ao décimo oitavo dia de cultivo, aliada a uma elevada
taxa de conjugacdo. Por seu turno, P. cincinnata apresentou maiores niveis de
putrescina e niveis baixos das demais poliaminas resultando em alta relacéo
PUT/(SPD + SPM) no décimo oitavo dia de cultivo (Figura 4 e 5). P. edulis f.
flavicarpa apresentou menor variacdo nos niveis de putrescina durante a
organogénese, observando-se seus maiores niveis do 5° ao 12° dia.

Os niveis de poliaminas totais em P. cincinnata apresentaram pico de
concentracao entre 0 sexto e nono dias de cultivo, sendo que os niveis totais
em P. edulis f. flavicarpa apresentaram incremento no quinto dia com ténue

decréscimo ao longo do periodo de inducéo (Figura 5).

3.2- Morfogénese em meio indutor de organogénese e meio indutor de

calogénese em P. cincinnata

Para o meio indutor de calogénese foi observada a formacédo de
calejamento intenso, principalmente a partir do sexto dia de cultivo com a
formacdo de calos de coloracdo esbranquicada e consisténcia friavel. A
diferenciagéo de estruturas definidas nestes calos néao foi observada.

As concentracbes de etileno observadas no meio de calogénese
mostraram-se, a partir do nono dia, bem superiores aguelas apresentadas pela
cultura no meio de organogénese (Figura 3). Os maiores niveis de acumulo de
etileno para o meio de calogénese ocorreram ao nono dia de cultivo, sendo que
foi observado um incremento de 6 vezes daquela concentracdo mensurada ao
sexto dia. O pico de producdo foi observado no décimo segundo dia sendo
aproximadamente 10 vezes superior ao observado no meio indutor de

organogénese.
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Figura 3 — Niveis de etileno mensurado nos meios de organogénese e calogénese em
Passiflora cincinnata. A - Niveis de etileno acumulado. B — Niveis de biossintese de
etileno. Médias com letras diferentes indicam diferencga estatistica pelo teste de Tukey
(P O 0,05). As letras minasculas referem-se a comparagéo entre espécies enquanto as
maiusculas referem-se aos dias.

Com relacdo aos niveis de putrescina, enquanto no meio indutor de
organogénese observou-se um pico por volta do nono dia, em meio indutor de
calogénese observou-se um aumento no periodo final dos trinta dias (Figura 4).

Os niveis de espermidina atingiram seu maximo no meio de calogénese
em que se apresentaram duas vezes maiores que o nivel maximo apresentado
no meio indutor de organogénese. Os niveis de espermina, por sua vez,

apresentaram uma elevacéo no periodo final (Figura 4).

19



Os niveis de poliaminas totais no meio de calogénese apresentaram
incremento na fase final de cultivo acompanhado de reducdo da razéo
PUT/(SPD + SPM) (Figura 5). E interessante observar que a relacdo PUT/(SPD
+ SPM) mostrou-se elevada nos periodos iniciais de cultivo, justamente

aqueles caracterizados por intensa divisao celular (Figura 2).
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4- DISCUSSAO

Varios trabalhos tém verificado a relacao entre diferentes capacidades
morfogénicas dentro de uma mesma espécie e seus niveis de poliaminas e
etileno (Pua, 1999; El Meskaoui e Tremblay, 2001; Shoeb et al., 2001; Li e
Burritt, 2003; Zapata et al., 2004). No presente trabalho verificou-se que o
atraso na expresséo da organogénese observado em P. edulis f. flavicarpa em
relacdo a P. cincinnata coincidiu com o atraso observado nos picos de
concentracao de etileno e poliaminas totais.

No presente trabalho, foi observado que as respostas morfogénicas
iniciaram-se a partir de divisdes proliferativas na regido do feixe vascular a
partir do terceiro dia de cultivo, tanto em P. cincinnata quanto em P. edulis f.
flavicarpa. Todavia, para P. cincinnata a formacdo de meristemdides ocorreu
por volta do sexto dia enquanto que para P. edulis ocorreu por volta do nono
dia. Os padrbes de divisdo celular observados s&o condizentes com aqueles
relatados por Fernando (2005) para plantulas de P. edulis f. flavicarpa da
mesma populacao (FB-100).

Para a visualizacdo das gemas, o periodo observado no presente
trabalho esta coerente com os relatados por outros autores. (Apezzato-da-
Glodria et al.,1999; Reis, 2001; Lombardi, 2003; Reis, 2005). Lombardi (2003)
em estudo anatdmico com segmentos de raiz e plantula de P. cincinnata
observou a formacéo de gemas no sétimo dia de cultivo, a partir do periciclo e
cambio vascular, em plantas com estrutura secundaria mais avancgada.
Apezzato-da-Gléria e colaboradores (1999), por sua vez, observaram a
formacdo de meristemoides aos 14 dias de cultura em explantes foliares de P.
edulis f. flavicarpa.

P. cincinnata apresentou maior amplitude de variacdo dos niveis de
etileno ao longo do periodo de inducdo da organogénese, sugerindo uma
regulacéo temporal precisa, confirmando o proposto por Biondi e colaboradores
(1998) em que a funcdo do etileno mostrou-se diferente de acordo com o
estadio de desenvolvimento.

Os picos de concentracdo de etileno ocorreram durante o periodo de
diferenciacdo dos meristemdides em ambas espécies, sendo coerente com a

literatura, uma vez que o principal sitio de sintese de etileno sado regides ricas
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em alongamento e expansao celular, tais como ndés e primérdios (Taiz e Zeiger,
2004). Zhu e Chen (2005) em cultura de cotilédones de pepino observaram o
pico de producgéo de etileno por volta do 10° dia de cultivo sendo que houve
observacao macroscopica das gemas no 15° dia.

Park e Lee (1994) sugeriram que nos estadios iniciais de cultivo seria
mais importante um alto nivel de poliaminas inibindo a biossintese de etileno,
ao passo que com o desenvolvimento, seria mais importante niveis mais
elevados de etileno e mais baixos de poliaminas. Todavia no presente trabalho
verificou-se aumento na biossintese de ambos durante a resposta morfogénica,
sendo o mesmo comportamento observado por Metha e colaboradores (2003)
em plantas transgénicas de tomate com expressédo do gene da descarboxilase
da SAM. Durante a frutificacdo de certas espécies, o0 incremento na producao
de etileno ndo é acompanhado de um declinio de putrescina (PUT) (Dios et al.,
2006).

Em P. cincinnata observou-se o pico de putrescina ao nono dia de
cultivo, periodo de diferenciacdo dos meristemoides. Diversos trabalhos tém
correlacionado picos de poliaminas com altas taxas de divisdo e expansao
celular. Desai e Metha (1985) observaram em P. alato-caerulea o aumento dos
niveis de putrescina antes da observacdo visual da organogénese, sendo
observado o pico de concentracdo de putrescina ao nono dia de cultivo. Faivre-
Rampant e colaboradores (2000) observaram que a diferenciacdo de gemas
em tabaco ocorre acompanhada de altos niveis de PUT. Monteiro e
colaboradores (2002) observaram a ocorréncia de picos de poliaminas, no
nono dia de cultivo, em calos embriogénicos de Panax ginseng. Li e Burritt
(2003) em trabalhos com Dactylis glomerata observaram que ha aumento do
nivel de poliaminas totais até o sétimo dia, decrescendo apos este periodo. Os
niveis de putrescina e espermidina em cotilédones de pepino decresceram
gradualmente durante os primeiros dez dias de cultura, enquanto os niveis de
espermina aumentaram rapidamente atingindo um pico ao 14° dia, justamente
antes da emergéncia macroscoépica das gemas ao 15° dia (Zhu e Chen, 2005).

Hunter e Burritt (2005) propdem que o acumulo de poliaminas é induzido
durante os estadios iniciais da cultura e é requerida para 0 sucesso da
organogénese, e que 0 processo de organogénese promove o0 acumulo de

poliaminas tendo como resultado o incremento da diviséo e atividade celular.
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No meio para inducdo de calogénese foi observado o aumento nos
niveis de putrescina ao longo de todo periodo de cultivo, provavelmente ligado
a correlacdo observada por varios autores entre a putrescina e a divisao
celular.

Wu e Kuniyuki (1985) observaram que arginina ou poliaminas induziram
a divisdo celular em protoplastos de améndoa, sendo PUT a mais efetiva. O
acumulo de poliaminas, especialmente PUT, ocorre em paralelo com aumento
da atividade de ADC na fase G1/S e G2/M em cultura de suspensdo de
Catharanthus roseus (Minocha et al., 1991). Puga-Hermida e colaboradores
(2003) observaram que o acumulo maximo de PUT coincidia com o maior
crescimento, com células em divisdo em culturas de embrido zigético de
Brassica rapa. Santa-Catarina (2005) observou uma relacdo entre o aumento
da concentracdo de poliaminas e a divisdo celular de culturas embriogénicas
de Ocotea catharinensis.

Em culturas de camadas finas de tabaco, em “programas” de
florescimento, gemas e raizes, houve acréscimo no conteido de poliaminas,
especialmente durante a formacdo de meristemoides e protusdo dos primeiros
orgdos (Scaramagli et al., 1999).

Os niveis de espermidina observados no meio de calogénese
apresentaram niveis duas vezes maiores que o nivel maximo apresentado no
meio indutor de organogénese, tal como foi observado por Desai e Metha
(1985). Altas e baixas taxas de biossintese de SPD sé&o correlacionadas com
divisdo e expansao celular, respectivamente (Paschalidis e Roubelakis-
Angelakis, 2005).

Em meios de cultura onde ha incremento de alguma auxina, tal como 2,4
— D, é esperado um aumento na biossintese de etileno, uma vez que as
auxinas promovem a sintase do ACC. (Chae et al., 2000).

E interessante notar que no meio de calogénese o pico de etileno ocorre
no nono dia de cultivo sendo que os altos niveis foram observados até o 18°
dia de cultivo e que os niveis de SPD e SPM apresentaram incremento a partir
do nono dia de cultivo, sendo que somente quando os niveis destas duas
poliaminas se apresentam elevados, parece haver competicdo metabdlica.
Segundo Park e Lee (1994) e Malmberg e colaboradores (1998) devido o fluxo

para a sintese de poliaminas ser muito maior que o fluxo para a biossintese de
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etileno, ndo é de se surpreender que pequenas alteracfes na sintese de
poliaminas tenham profunda influéncia na sintese de etileno. Li e Wang (2004)
observaram que somente em condicfes elevadas de estresse, ha uma
competicdo metabdlica entre etileno e poliaminas, sendo que sob altas
condicbes de estresse, h4 uma ativacdo da ADC e uma inibicdo da sintase da
espermidina (Aziz. et al., 1997).

Muitos estudos tém enfatizado a razdo PUT / (SPD + SPM) como fator
fundamental para a resposta morfogénica (Bajaj, 1995; Kakkar e Nagar, 1997,
Shoeb et al., 2001). No presente estudo foi observado no meio indutor de
calogénese, alta razdo PUT/(SPD + SPM) nos periodos iniciais de cultivo,
sendo estes periodos caracterizados por intensa divisao celular. Para o meio
indutor de organogénese verificou-se alta razdo nos periodos finais durante o
alongamento e proliferacdo das gemas. Paschadilis e Robelakis-Angelakis
(2005) observaram uma maior razdo PUT/(SPD + SPM) no é&pice e primeira
folha de tabaco, ou seja, regides que apresentam alta taxa de divisdo celular.
Liu e colaboradores (2004) consideram que uma baixa relagdo PUT/(SPD +
SPM) estava relacionada a uma maior tolerancia a estresses. Hunter e Burritt
(2005) sugerem que o aumento da razdo PUT/(SPD + SPM) apos a formagéo
de gemas (7 ao 14 dia de cultivo) em explantes de cotilédone de alface pode
funcionar como sinal para o crescimento e desenvolvimento.

E interessante observar que o comportamento dos nhiveis de biossintese
de etileno e poliaminas sdo semelhantes, sugerindo que nestas condi¢cdes nao
hé& competicdo entre as duas rotas, podendo haver uma co-acéo entre os dois.

Os resultados encontrados por Zhu e Chen (2005) indicam que grande
parte do etileno produzido pelas plantas pode ser redundante para o
crescimento e desenvolvimento durante a formacédo de ramos adventicios, ou
os tecidos podem se tornar insensiveis ao etileno, sendo que o efeito promotor
das poliaminas nédo esta relacionado com o metabolismo do etileno.

O presente estudo verificou a relacdo entre etileno e poliaminas na
expressao da resposta morfogénica sendo que a diferenca temporal de
resposta entre duas espécies de maracuja coincidiu com a diferenca nos niveis

de poliaminas e etileno.
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Capitulo 2

Influéncia do precursor (ACC), de inibidores (AVG e STS) e do
sequestrador de etileno (PM) sobre a capacidade morfogénica e os niveis
enddgenos de poliaminas em explantes de hipocotilo de Passiflora

cincinnata Masters

1- INTRODUCAO

Etileno € um hormdnio gasoso que pode ser produzido em quase todos
os tecidos vegetais, embora a taxa de producao dependa do tipo de tecido e do
estadio de desenvolvimento, sendo que, em geral, as regides meristematicas e
as regides dos nos sdo as mais ativas na sintese de etileno (Taiz e Zeiger,
2004).

Apesar de ser freqientemente associado ao amadurecimento, o etileno
esta envolvido em diversas etapas do ciclo da planta, tais como, germinacéo de
sementes, crescimento de plantulas, abscissdo de folhas e pétalas,
senescéncia de 6rgaos, respostas a estresses bidticos e abibticos (Schaller e
Kieber, 2002) Os efeitos do etileno sao erroneamente considerados simples
(Taiz e Zeiger, 2004), pois ha interacdo de diversos outros hormonios e
cascatas de sinalizagao.

O etileno afeta a transcricdo de genes envolvidos em indmeros
processos biolégicos, de metabolismo a transducdo de sinais, incluindo
degradacdo de proteinas, transporte de agua, peptideos e ions, metabolismo
de parede celular e metabolismo de lipidios (Chen et al., 2005). Além disso,
aparenta também estar envolvido na transicdo da fase vegetativa para
reprodutiva (Ogawara, et al., 2003; Chen, et al., 2005).

A biossintese do etileno ocorre a partir da metionina com sua conversao
a S-adenosil-metionina (SAM). A conversaéo do SAM a é&cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) é a etapa limitante da rota, a qual é
catalisada pela enzima sintase do ACC. A ultima etapa € a conversdo do ACC
em etileno, onde h& necessidade de O, e é catalisada pela enzima oxidase do
ACC (Buchanan et al., 2000).
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A acdo da enzima sintase do ACC é regulada por uma familia
multigénica e por diferentes fatores como auxinas, citocininas e ozoénio. A
ativacdo da sintase do ACC pelas citocininas € predominantemente poés-
transcricional, ao passo que pelas auxinas € a nivel transcricional. A oxidase do
ACC, em condicBes normais, é estimulada sendo o substrato (ACC) o fator
limitante (Alonso e Ecker, 2001).

Alguns inibidores da biossintese do etileno séo bastante conhecidos. O
aminoetoxi-vinil-glicina (AVG) é um potente inibidor, atuando na sintase do
ACC que é a enzima-chave da sintese de etileno. Altas concentracfes de ions
cobalto inibem a conversdo do ACC para etileno. Além desses, a sintese de
etileno € inibida pelos inibidores da oxidacédo, acetilcolina e agentes quelantes,
que reduzem o oxigénio necessario para a conversao do ACC em etileno
(George, 1993).

Outras substancias conhecidas inibem a acdo do etileno, dentre elas
destacam-se os ions prata e o diéxido de carbono (CO,) (Barbosa, 1999). O
CO, pode ter efeito inibitoério sobre etileno por provocar uma reducdo no pH
reduzindo a acdo da oxidase do ACC (Arigita et al., 2005). Baixos niveis de
CO; regulam a sintese de etileno mediando a sintese da oxidase do ACC e a
cinética de seus receptores, ao passo que altos niveis, inibem sua acao
possivelmente por interacdes ao nivel de biossintese. Os ions prata séo
potentes inibidores da acdo do etileno, tendo uma acao bem especifica. O ion
prata pode substituir o cobre na ligacdo de alta afinidade impedindo as
alteracdes que normalmente ocorrem na proteina quando o etileno liga-se ao
receptor (Taiz e Zeiger, 2004).

A conjugacao do ACC pode ter um importante papel no controle da
biossintese do etileno, ao passo que o catabolismo do etileno, aparentemente,
ndo possui papel significante na regulacdo dos niveis enddgenos (Taiz e
Zeiger, 2004).

Via de regra, o etileno ndo € suplementado, mas invariavelmente se
acumula nos recipientes de cultura, sendo que a quantidade acumulada sera
dependente da taxa de producédo dos tecidos e das taxas de trocas gasosas
nos recipientes, pois embora os recipientes utilizados permitam a saida relativa
de etileno, sua producdo freqlientemente excede a perda, resultando em
acumulo (George, 1993; Pua, 1999).
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O etileno é um dos reguladores que apresentam grande influéncia sobre
a capacidade de regeneracao do material vegetal, seja promovendo ou inibindo
0s processos morfogénicos em varias espécies, tais como: Nicotiana tabacum
(Biondi et al., 1998), Malus domestica (Ma et al., 1998), Phaseolus vulgaris
(Carvalho et al., 2000), Passiflora edulis f. flavicarpa (Barbosa et al., 1999; Reis
et al., 2003), Carica papaya (Magdalita et al., 1997; Koehler, 2004), Bixa
orellana (Paiva Neto, 2002) e Arachis hypogaea (Ozudogru et al., 2005)

E importante notar que etileno pode ter efeitos inibitérios ou promotores
dependendo de sua concentracdo, existindo um ponto 6timo e um nivel limite
de concentracdo em cada caso (Hatanaka et al., 1995).

Linhagens de Picea mariana com baixa capacidade embriogénica
apresentaram altas taxas de producdo de etileno quando comparadas com
linhagens de alta capacidade embriogénica, sugerindo que a capacidade de
producdo de embribes € inversamente relacionada a taxa de producdo de
etileno (El Meskaoui e Tremblay, 2001).

Jona e colaboradores (2002) observaram que tanto para espécies
climatéricas quanto ndo climatéricas, em um curto periodo, o etileno é benéfico
para a planta. Estes autores observaram que inicialmente o etileno promoveu a
sintese de clorofila, propondo que, como o etileno é antagonista das auxinas,
seu efeito seria consequéncia da diminuicdo da concentracdo de auxinas e
alteracdo do balanco auxinas:citocininas.

Umas das dificuldades no estudo do etileno se deve ao fato que o
etileno liberado pode tanto ativar autocataliticamente sua produc¢ao, como inibi-
la (Arigita et al., 2005). Segundo Alexander e Grierson (2002) e Wild e
colaboradores (2005), séo propostos dois sistemas para a regulacao do etileno
em plantas climatéricas: 1) funcional somente durante o crescimento vegetativo
normal, sendo o etileno produzido em nivel basal em todos os tecidos, mesmo
em frutos ndo climatéricos, com a producdo auto-inibitéria; 2) funcional
somente durante o amadurecimento e senescéncia, sendo a producao
autocatalitica.

Segundo Jona e colaboradores (2002), a sensibilidade de plantulas ao

etileno esta relacionada as caracteristicas climatéricas do fruto.
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Para o maracujazeiro-amarelo (P. edulis f. flavicarpa Deg.) tem se
observado alta sensibilidade ao etileno afetando o desenvolvimento de apices
caulinares, rizogénese, segmentos nodais e regeneracdo de novo de ramos a
partir de explantes de hipocétilo (Faria e Segura, 1997; Barbosa, 1999;
Barbosa et al., 2001; Reis, 2001; Reis et al., 2003). Isso torna o controle da
biossintese e do acumulo de etileno nos frascos de cultura imprescindiveis
para o bom resultado dos protocolos de cultivo in vitro para essa espécie.

O presente trabalho teve como objetivo o estudo do efeito do etileno
sobre a morfogénese in vitro em explantes de hipocétilo de Passiflora
cincinnata, por meio de suplementacdo do promotor (ACC), dos inibidores do
etileno (AVG - aminoetoxivinilglicina e STS - tiossulfato de prata) e do
sequestrador (PM — perclorato de mercurio), associado a um acompanhamento

concomitante dos niveis enddgenos de poliaminas.



2- MATERIAL E METODOS

Segmentos de hipocétilos (10 mm de comprimento) de plantulas de
Passiflora cincinnata germinadas in vitro foram inoculados em meio de inducao
de organogénese, conforme descrito no Capitulo 1. Foram utilizadas quatro
repeticbes por tratamento, sendo cada repeticdo constituida por um frasco de
vidro (60 x 60 mm, 125 ml de capacidade), contendo dez explantes cada.

Os inibidores de etileno utilizados foram aminoetoxivinilglicina (AVG) e
tiossulfato de prata (STS), e o promotor utilizado &acido 1-carboxilico 1-
aminociclopropano (ACC). Como agente sequestrante de etileno utilizou-se
perclorato de mercurio (PM). As substancias, a excecdao do PM, foram filtro-
esterilizadas em filtro Millex-GS (Millipore, USA) com membrana de 0,22 pm de
diametro de poro, sendo, entdo, acrescidas ao meio de cultura durante o
resfriamento (aproximadamente 45°C), em camara de fluxo laminar, em frascos
de vidro do tipo “baby-food jars” (60 x 60 mm, 125 ml) previamente
autoclavados. O STS foi preparado vertendo-se solucdo de tiosulfato de sédio
sobre cristais de nitrato de prata a uma proporcdo molar final de 4:1
(tiossulfato:prata) (Reid et al., 1980).

A solucdo de perclorato de merctrio (250 mmol.L™) foi introduzida ao
sistema de cultivo por meio da fixagdo de um tubo Eppendorf de 1,5 ml,
previamente autoclavado, ao meio de cultura, sendo o volume de PM utilizado
de 500 pL.

A concentragdo de ACC e AVG utilizada foi de 3 pM e a de STS de 10
UM, com base nas concentracdes testadas por Reis (2001). As interacdes entre
o promotor (ACC) e as demais substancias foram testadas, com a realizacéo
de tratamentos com acréscimo conjunto do ACC e cada uma das substancias.
Além destes tratamentos, um udltimo tratamento consistiu da utilizacdo do PM
até o nono dia de subcultivo com sua posterior retirada.

Os tratamentos utilizados foram: 1) Controle (sem adicdo de qualquer
substancia); 2) ACC 3 uM; 3) AVG 3 uM; 4) STS 10 uM; 5) PM; 6) ACC 3 uM +
AVG 3 uM; 7) ACC 3 uM + STS 10 M; 8) ACC 3 uM + PM; 9) ACC 3 uM + PM
(sendo retirado ao 9° dia de subcultivo).

A gquantificagcdo de poliaminas e a mensuracao de etileno ocorreram nos

periodos de 3, 6, 9, 12 e 30 dias de acordo com a metodologia anteriormente
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descrita (Capitulo 1), além da avaliacdo da capacidade morfogénica do material
vegetal, quanto a frequéncia média de regeneracdo e numero de ramos por
explante (considerou-se apenas agueles com comprimento maior que 2 mm,
visualmente individualizados).

Os dados da resposta morfogénica foram submetidos a andlise de
variancia e para a comparacao das médias foi utilizado o teste de Duncan a 5%
de probabilidade, sendo o experimento montado em delineamento inteiramente
casualizado, em que as repeticbes foram escolhidas por meio de sorteio. Os
dados de etileno e poliaminas foram analisados a partir da média e seu

respectivo desvio padréao.
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3- RESULTADOS

A inibicdo da acdo ou biossintese de etileno promoveu incremento,
apesar de ndo diferir estatisticamente, na frequiéncia média de regeneracao,
tanto nos meios onde houve acréscimo das substancias isoladamente como
nagueles em que houve adicdo concomitante de ACC, observando que os
inibidores foram eficazes na reversdo dos efeitos do ACC, sendo que o
tratamento com adicao de AVG diferiu estatisticamente.

O tratamento com ACC diminuiu tanto a frequéncia de resposta como o
namero médio de ramos por explante, diferindo estatisticamente dos demais

tratamentos com relacdo a frequéncia média de regeneracao.
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Figura 1 — Respostas morfogénicas de explantes de hipocétilo de P. cincinnata. A -
Frequéncia média de regeneracdo. B — Numero médio de ramos formados por explante.
As médias com mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente segundo o teste de
Duncan (p O 0,05).
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Nas extremidades dos explantes, com excecao do tratamento com ACC,
verificou-se intensa diferenciacdo de primordios foliares. Nao ocorreram
alterac6es do cortex e epiderme na regido mediana do explante (Figura 2).

As gemas produzidas nos meios em que houve adicdo de AVG
apresentam uma conformacdo de roseta, com alta formacdo de gemas
agrupadas, ao passo que as gemas produzidas em meio com STS
apresentam-se isoladas (Figura 3D e E).

No tratamento com ACC foi observado o entumescimento do explante
com marcante expansao radial, tal como o observado por Reis (2001).

N&o foi observada diferenca temporal com relacédo a formacao de gemas
em nenhum dos tratamentos, sendo que a formacéao de gemas se deu por volta

do nono dia.
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Figura 2 Respostas morfogénicas de explantes de hipocotilo de P. cincinnata cultivados
em meio de regeneragdo: sem suplementacdo (A), com adicdo de ACC (B), AVG (C),
STS (D), PM (E), ACC e AVG (F). As barras correspondem a 10mm.




Figura 3— Respostas morfogénicas de explantes de hipocétilo de P. cincinnata em
meio de regeneracdo: com suplementacdo de ACC e STS (A), ACC e PM (B), ACC e
PM com a remocdo do PM ao nono dia de cultura (C). Detalhe da resposta
organogénica em meio com suplementacdo de AVG (D) e STS (E). Barras: A - C =
10mm; D — E = 5mm



Os niveis de acumulo de etileno seguiram padrdes distintos para cada
substancia utilizada (Figura 4). Os niveis de producdo de etileno (dados néo
mostrados) seguiram padrao semelhante ao apresentado para o acumulo de
etileno.

Observa-se que o AVG foi eficiente em bloquear a sintese de etileno e o
perclorato de mercurio eficiente na captura do etileno produzido, sendo que os
niveis de acumulo foram consideravelmente inferiores. O tiossulfato de prata
apresentou altas taxas de acumulo de etileno, contudo, observa-se que o STS
foi eficaz em impedir a acdo do etileno, uma vez que as respostas

morfogénicas nao diferiram do tratamento controle.
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Figura 4 — Niveis de acumulo de etileno mensurado ao longo do periodo de inducéo
de organogénese. A — Substancias acrescidas ao meio individualmente. B — Interacdo
entre ACC e demais substancias.
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Nos tratamentos em que houve adicdo concomitante de ACC e AVG,
ACC e PM observou-se gque estas substancias foram eficientes na reducdo dos
niveis de etileno quando comparados ao tratamento com adicao isolada de
ACC. No tratamento com adicdo de STS houve elevacado dos niveis de etileno,
entretanto ndo foi observada interferéncia na resposta morfogénica tal como na
sua utilizacao individualizada.

Os tratamentos com adicdo de ACC, STS e PM individualizados
promoveram aumento no nivel de conjugacdo de poliaminas, especialmente
SPD e SPM (Figuras 5, 6 e 7). Em todos tratamentos foi observado um pico de
putrescina por volta do nono ao 12° dia (Figura 5).

O tratamento com AVG, isoladamente ou associado ao ACC, promoveu
incremento nos niveis de SPM e SPD, especialmente. Para o tratamento com
adicdo de STS, observou-se uma reducdo dos niveis de SPD e SPM,
associado a uma alta taxa de conjugacao, sendo que, em alguns momentos,
superior & forma livre (Figuras 6 e 7).

As maiores razdoes PUT/(SPD + SPM) foram observadas nos
tratamentos com adicdo de ACC e AVG isoladamente, ocorrendo por volta do
nono ao 12° dias. No tratamento com PM, verificou-se um incremento da raz&o
PUT/(SPD + SPM) apds a retirada do PM no nono dia de cultivo (Figura 9).
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4- DISCUSSAO

Os efeitos de etileno na cultura de tecidos tém se mostrado bastante
contraditorios (Pua, 1999). Sabe-se que existe sempre uma concentracao
critica sendo que o controle do fitohormdnio ndo se da somente pela
concentracdo mas também pela alteracdo na sensibilidade das células-alvo
(Gaspar et al., 2003).

A rota biossintética do etileno é bastante conhecida sendo que diversos
estudos em cultura de tecidos tém trabalhado com inibidores e promotores de
forma a caracterizar o seu papel nas respostas morfogénicas (Cameron et al.,
1979; Katoh et al., 1987, Kumar et al., 1987; Chi et al., 1991; Adkins et al.,
1993; Sarkar et al., 2002; Naik e Chand, 2003, Reis et al., 2003, Koehler,
2004).

No presente estudo verificou-se que as substancias que atuam na
biossintese, acao ou sequestradores de etileno ndo comprometeram a resposta
organogénica, sendo que a suplementacdo com AVG permitiu niveis de
acumulo de etileno. A adicdo de AVG permitiu niveis de acumulo de etileno
sem que houvesse comprometimento da morfogénese, tal como observado no
tratamento com perclorato de mercurio.

Koehler (2004) em seus estudos com embriogénese somatica em Carica
papaya observou que a adicdo de AVG na menor concentracdo testada (3 uM)
nao afetou o processo de inducdo de embriogénese, mas inibiu a diferenciacao
dos embrides somaticos. Entretanto Magdalita e colaboradores (1997),
trabalhando com segmentos nodais, observaram que a adicdo de 1,2 pM de
AVG melhorou significativamente o desempenho da cultura.

Inibidores da biossintese de etileno, tal como AVG, suprimiram a
diferenciagéo in vitro de elementos traqueais em Zinnia elegans, sugerindo o
envolvimento do etileno na inducdo ou progressao da diferenciacado (Fukuda,
1996), sendo o mesmo observado por Biondi e colaboradores (1998) onde
precursores ou compostos que liberam o etileno aumentaram a xilogénese
enquanto inibidores do etileno retardaram o processo.

Tem-se conhecimento de que em concentracdes acima de 0,1 pL.L™, o
etileno altera o padrdo de crescimento de plantulas pela reducéo da taxa de

alongamento e aumento da expanséao lateral, por meio da reorientacdo dos
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microtubulos (Taiz e Zeiger, 2004), podendo-se supor que niveis acima dos
ideais podem ser o fator responsavel pela recalcitrancia de varias culturas in
vitro (Magdalita et al., 1997).

A adicdo de STS, apesar de promover o incremento do acumulo,
mostrou-se eficiente inibindo a acdo do etileno sem que houvesse reflexos na
resposta organogénica. A supressao da atividade do etileno pela prata
mostrou-se evidente em cultura in vitro de batata sendo que no sistema selado
com adicdo de prata houve incremento de cinco vezes na area foliar, seis
vezes na massa fresca de folhas e incremento significativo no tamanho das
raizes (Zobayed et al., 2001). Bais e colaboradores (2001) observaram que
nitrato de prata estimulou a producédo de etileno pela interferéncia do ion prata
no receptor do etileno promovendo um feedback positivo.

Biondi e colaboradores (1998) trabalhando com camadas
subepidérmicas de tabaco observaram que com o blogueio da acéo do etileno,
promovido pela acdo do STS, o crescimento organizado foi inibido, mas o
crescimento proliferativo indiferenciado néo.

No tratamento com ACC observou-se incremento dos niveis de etileno
associados a diminuicdo da resposta morfogénica. Nos tratamentos com
adicdo concomitante de ACC e AVG observou-se niveis elevados de etileno,
contudo inferiores ao tratamento com ACC isoladamente, sem
comprometimento da organogénese. Pode-se supor que no tratamento com
ACC os niveis foram supra-6timos levando a inibicdo ou, ainda, que a
sensibilidade dos receptores pode ter sido alterada.

Huxter e colaboradores (1981) constataram que as repostas ao etileno
ocorrem de maneira diversa nos tecidos dependendo do periodo de cultivo. No
inicio da cultura de calo de tabaco (primeiros cinco dias) o etileno derivado da
aplicacdo de ACC e Ethephon inibiu a organogénese, enquanto que do 5° ao
10° dia o etileno enddgeno favoreceu a formacdo de gemas. O mesmo foi
observado por Biondi e colaboradores (1998) em cultivo de camadas finas de
células subepidérmicas de Nicotiana tabacum L. cv. Samsun, onde a adicdo de
AVG nos primeiros dias de cultivo acelerou a formacao de meristemoides, mas
inibiu a resposta organogénica mais tardiamente.

Em cultura de segmentos de hipocotilo de Brassica oleracea a adicédo de

AVG (2.5, 5.0, 10, e 20 pM) n&o afetou significativamente as respostas
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organogénicas comparativamente ao tratamento controle, ao passo que a
adicdo de ACC (20, 50, 100 e 200 pM) comprometeu drasticamente tais
respostas regenerativas (Cheng et al., 2001).

Verifica-se que a relacdo competitiva entre etileno e poliaminas é
variavel de acordo com a etapa da cultura. Para o meio com adicdo de ACC, o
qual se esperava um aumento da biossintese de poliaminas por maior
disponibilidade de substrato para a biossintese de etileno, ndo foi observado
incremento nos niveis de SPD e SPM. Para o tratamento com adicédo de STS,
onde se observa alto acumulo de etileno, observa-se uma reducdo dos niveis
de SPD e SPM, associado a uma alta taxa de conjugacdo sendo em alguns
momentos superior a forma livre. No tratamento onde houve remocdo do PM
ao nono dia verificou-se aumento da producédo de etileno acompanhado de
reducdo nos niveis de SPD e SPM. O tratamento com acido aminooxiacético
(AOA) ou com AVG néao promoveu a sintese de SPD e SPM em discos foliares
de Brassica napus (Aziz et al., 1990).

Chi e colaboradores (1991) trabalhando com couve chinesa observaram
que a adicdo de inibidores de etileno ndo afetou o nivel enddogeno de
poliaminas. Similarmente, os niveis de producdo de etileno, atividade da
sintase do ACC e ACC do explante ndo sdo afetados pela aplicacdo de
poliaminas, sugerindo que o efeito promotor das poliaminas sobre a
regeneracao nao esta ligado a inibicdo da sintese de etileno.

Segundo Torrigiani e colaboradores (1987) o balanco entre as formas
livres e conjugadas pode ser critica para os diferentes processos de
desenvolvimento, sendo que Scaramagli e colaboradores (1999) sugerem que
quando o0s niveis de poliaminas conjugadas estdo elevados, héa
comprometimento da organogénese. Por outro lado, Li e Burrit (2003) sugerem
gue a relacéo entre as formas livres, conjugadas e ligadas, aparentemente, ndo
apresenta relacdo com a capacidade embriogénica. No presente estudo néo foi
observada correlacdo entre a taxa de conjugacao e a resposta morfogénica.

Uma interacdo entre poliaminas e etileno a ser explorada esta na
capacidade das poliaminas em capturar radicais livres, sendo que durante a
biossintese do etileno na acdo da oxidase do ACC é requerido um radical
superoxido (George, 1993; Li et al., 2004). Em plantas de Glycyrrhiza inflata

submetidas a condicOes de estresse, Li e colaboradores (2004) observaram
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gue o etileno promoveu a atividade das diaminas oxidases (DAO) e poliaminas
oxidases (PAO), sendo que etileno e as espécies reativas de oxigénio (ROS)
apresentaram um feedback positivo de producdo. Dessa forma, reduzindo-se
os niveis de ROS, as poliaminas inibem a producédo de etileno (Papadakis e
Roubelakis-Angelakis, 2005)

Neste trabalho foi possivel observar o ja proposto na literatura com
relacdo a exigéncia de concentracdes criticas e regulacdo temporal dos niveis
de etileno para as respostas morfogénicas. A regulacao temporal também
aparenta ser peca chave para a competicdo entre as duas rotas biossintética,

sem comprometimento da resposta morfogénica.
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Capitulo 3

Influéncia de poliaminas e de seu inibidor sobre a capacidade
organogénica e os niveis endégenos de poliaminas e etileno em

explantes de hipocétilo de P. cincinnata Masters
1- INTRODUCAO

As poliaminas séo polications de baixo peso molecular, encontradas em
todos seres vivos. Em plantas, estdo envolvidas no crescimento e
desenvolvimento, além de respostas a estresses. As poliaminas também
participam de diversas respostas fisiolégicas, dentre estas: divisdo celular,
iniciagdo radicular, desenvolvimento floral, amadurecimento de frutos,
embriogénese, regulacdo da replicacdo do DNA, transcricdo de genes e
senescéncia foliar (Kumar et al., 1997; Buchanan et al., 2000). As poliaminas
sdo também consideradas como reservas de carbono e nitrogénio pelo menos
para tecidos in vitro (Kakkar e Sawhney, 2002).

As poliaminas mais freqlientemente encontradas em plantas séo a
diamina putrescina (PUT), a triamina espermidina (SPD) e a tetramina
espermina (SPM). Elas podem ocorrer de forma livre ou conjugada, em grande
parte, com &cidos fendlicos como o &cido cinamico, ferulico ou caféico. Os
niveis de poliaminas sdo altamente regulados pelas alteracbes no seu
metabolismo (biossintese, catabolismo e conjugacao) (Martin-Tanguy, 2001).

A biossintese de putrescina se da pela descarboxilacdo da ornitina ou da
arginina. O catabolismo da putrescina ocorre pela atividade da oxidase da
diamina (DAO), e a de poliaminas pela acdo de oxidases das poliaminas
(PAO). A atividade da DAO é especialmente alta em leguminosas, ao passo
qgue a atividade das PAOs é relativamente elevada em cereais. Sugere-se que,
como a PAO é também encontrada na parede celular, talvez esteja envolvida
no processo de lignificacao, uma vez que H,O, € necessaria para a conversao
peroxidativa de precursores de lignina (Galston e Kaur-Sawhney, 1995).

A conjugacao de poliaminas atua regulando a interacdo com cations
inorganicos como Ca?*, tendo implicacdes sobre a atividade das mesmas na
estabilidade das membranas. Conjugados neutros nao podem interagir

ionicamente com fosfatos ou outros grupos anidénicos como proteinas, acidos
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nucléicos ou fosfolipidios. Rea¢des de conjugacdo podem regular as funcdes
de poliaminas, afetando, por exemplo, a ligacdo e co-acdo com acidos
nucléicos (Martin-Tanguy, 2001). A conjugacdo com acido cinamico é de
grande importancia por regular os niveis de poliaminas livres e atuar na
desintoxicacdo de compostos fendlicos que poderiam inibir o crescimento.
Além disso, conjugados de poliaminas sdo um bom substrato para as
peroxidases em células de folhas de tabaco (Negrel e Lherminier, 1987). As
peroxidases utilizam os conjugados de poliaminas para remover H,O, do
apoplasto, confirmando o papel protetor das poliaminas.

As concentracbes e biossintese de poliaminas seguem um padrdo de
decréscimo basipeto ao longo do eixo de plantas de tabaco, e possuem uma
correlacdo negativa com o tamanho da célula, sendo o meristema apical
caulinar o maior sitio de biossintese de SPD e SPM, ao passo que tecidos
hipégenos sintetizam mais PUT (Paschalidis e Roubelakis-Angelakis, 2005).

O envolvimento de poliaminas nas respostas morfogénicas in vitro tem
sido abordado por varios autores em diferentes espécies (Lin et al., 1984;
Desai e Metha, 1985; Tiburcio et al., 1989; Manoharan e Gnanam, 1992;
Mengoli e Bagni, 1992; Galston e Kaur-Sawhney, 1995; Minocha e Minocha,
1996; Maatar e Hunault, 1997; Yadav e Rajam, 1997; Scoccianti et al., 2000;
Shoeb et al., 2001; Santa-Catarina et al., 2004, Petri et al., 2005).

Muito se tem correlacionado as poliaminas com o ciclo celular, estando
intimamente relacionadas a divisdo e expansao celular com as diferentes
poliaminas. Altas e baixas taxas de biossintese de SPD s&o correlacionadas
com divisdo e expanséo celular, respectivamente (Paschalidis e Roubelakis-
Angelakis, 2005).

Kuznetsov e colaboradores (2002) propéem que as poliaminas podem
ser classificadas em duas categorias baseadas no seu efeito biolégico: o
primeiro grupo compreendendo putrescina e cadaverina, que apresentam como
respostas o estimulo ao alongamento celular e formacdo de raizes, e o
segundo grupo, incluindo espermidina e espermina, envolvidas na divisao

celular, organogénese e senescéncia.
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Segundo Shoeb e colaboradores (2001), a regulacao precisa dos niveis
celulares de poliaminas € requerida durante os estadios criticos do
desenvolvimento de plantas.

O presente trabalho teve como objetivo investigar o efeito das
poliaminas sobre a morfogénese in vitro em explantes de hipocétilo Passiflora
cincinnata, por meio de suplementacdo com putrescina, espermidina e
espermina, além do inibidor (MGBG), com acompanhamento concomitante dos

niveis de etileno acumulado e poliaminas.
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2- MATERIAL E METODOS

Segmentos de hipocétilos (10 mm de comprimento) de plantulas de
Passiflora cincinnata germinadas in vitro foram inoculados em meio de inducao
de organogénese, conforme descrito no Capitulo 1. Foram utilizadas cinco
repeticbes por tratamento, cada repeticdo constituida por um frasco de vidro do
tipo “baby-food jars” (60 x 60 mm, 125 ml de capacidade), contendo dez
explantes cada.

Foram incorporados ao meio de cultura as poliaminas: putrescina,
espermidina e espermina, além do inibidor metilglioxal-bis-guanilhidrazona
(MGBG) (Sigma Chemical Company, USA). Todas as solugbes das
substancias tiveram o pH ajustado para 5,7 £ 0,1 e foram filtro-esterilizadas em
filtro Millex-GS (Millipore, USA) com membrana de 0,22 um de diametro de
poro, sendo acrescidas ao meio de cultura durante o resfriamento, em camara
de fluxo laminar. A adicdo das poliaminas e inibidor, na concentracdo de 1mM,
foi realizada de forma individualizada de maneira a permitir uma melhor
caracterizacéo dos seus possiveis efeitos.

A quantificacdo de poliaminas e a mensuracao de etileno ocorreram nos
periodos de 3, 6, 9, 12 e 30 dias de cultivo de acordo com a metodologia
anteriormente citada, além da avaliacdo da capacidade morfogénica do
material vegetal, quanto a freqiéncia média de regeneracdo e numero de
ramos por explante (considerou-se aqueles com comprimento maior que 2 mm,
visualmente individualizados).

Os dados referentes as respostas morfogénicas foram submetidos a
andlise de variancia e para a comparag¢do das médias foi realizado o teste de
Duncan, a 5% de probabilidade, sendo o experimento montado em
delineamento inteiramente casualizado, em que as repeticdes foram escolhidas
por meio de sorteio. Os dados referentes a etileno e poliaminas foram

analisados a partir da média e seu respectivo desvio padrao.
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3- RESULTADOS

Os explantes submetidos ao tratamento com MGBG apresentaram
caracteristicas morfolégicas semelhantes aos do tratamento com ACC
observando-se o entumescimento do explante (Figura 3F). As respostas
morfogénicas nos meio de cultivo com a adicéo de diferentes poliaminas foram
semelhantes ao tratamento controle. Para o ndmero médio de ramos por
explante, observou-se um aumento nos tratamentos com adi¢cdo de poliaminas,

contudo, ndo foi observada diferenca estatistica.
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Figura 1- Respostas morfogénicas de explantes de hipocétilo de P. cincinnata. A -
Freqiéncia média de regeneracdo. B — Numero médio de ramos formados por
explante. Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p O
0,05)
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Pode-se verificar um comprometimento da morfogénese no tratamento
com adicao do inibidor (MGBG), sendo que para frequéncia média de ramos
houve diferenca estatistica com relagdo aos demais tratamentos. Nao foi
observada diferenca temporal com relagédo a formacédo de gemas em nenhum
dos tratamentos.

Nos tratamentos com SPD, SPM e MGBG foram observados niveis iniciais
mais elevados de acumulo de etileno, contudo, observou-se reducao destes
niveis ao sexto dia acompanhando o padrdo de acumulo dos demais
tratamentos, sendo observado um pico de concentracdo no nono dia de cultivo.
Apenas no tratamento com MGBG observou-se um incremento ao final de trinta

dias de cultivo (Figura 2).
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Figura 2 — Niveis de acimulo de etileno (pmol.g*MF) ao longo do periodo de inducéo
de organogénese em explantes derivados de hipocatilo de P. cincinnata.
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Figura 3 — Respostas morfogénicas de explantes de hipocétilo de P. cincinnata
cultivados em meio de regeneracgéo, aos 30 dias de cultivo: sem suplementacéo (A),
com putrescina (B), com espermidina (C), com espermina (D), com MGBG (E), detalhe
da resposta ao tratamento com MGBG (F). Barras A — E =10mm; F = 5mm.
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O MGBG néao se mostrou eficiente com relacdo a inibicdo da biossintese
de SPD e SPM, sendo que os niveis foram semelhantes aos encontrados no
tratamento controle (Figuras 4, 5 e 6).

A razédo PUT / (SPD + SPM) no tratamento com MGBG apresentou pico
ao 12° dia de cultivo, sendo superior ao observado no tratamento com PUT
(Figura 8).

Foi observado aumento nos niveis de poliaminas totais nos tratamentos
em que houve adi¢do de poliaminas (Figura 7).

No tratamento com SPM observou-se aumento dos niveis de SPD,

sugerindo que as poliaminas podem ser interconversiveis (Figura 5).
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4- DISCUSSAO

Nos ultimos anos tem se dado um enfoque especial com relacdo as
poliaminas e suas funcdes, especialmente por se apresentarem como
importantes moduladoras de processos biolégicos como divisdo celular,
crescimento e diferenciacdo (Walden et al., 1997; Malmberg et al., 1998;
Martin-Tanguy, 2001; Kakkar e Sawhney, 2002).

A suplementacdo com poliaminas nao alterou significativamente a
resposta organogénica, contudo, a utilizacdo do inibidor MGBG reduziu as
respostas tanto com relacao a frequiéncia como o numero de ramos formados.

Observa-se que no 12° dia de cultura, periodo no qual ha alongamento
das gemas, no tratamento com MGBG verificou-se elevada relacdo PUT/(SPD
+ SPM). Santa-Catarina (2005) observou a reduc&o do crescimento de culturas
embriogénicas de Ocotea catharinensis quando tratadas com MGBG, porém
ndo houve inibigcdo do desenvolvimento dos embrifes somaticos.

No tratamento com MGBG verificou-se valores elevados de etileno,
semelhantes aos observados nos tratamentos com SPD e SPM, diferindo
apenas no periodo final de cultivo, sugerindo que a adicdo do inibidor ou dos
produtos finais da atividade da enzima descarboxilase da SAM favoreceram a
biossintese de etileno, contrariando o proposto por Turano e colaboradores
(1997) que trabalhando com Glycine max sugeriram que os produtos finais da
biossintese de etileno e poliaminas exercem pouco ou nenhum efeito sobre as
vias de sintese de ambos.

Com relacao aos niveis de poliaminas, nédo foi observada diferenca entre
o controle e tratamento com MGBG. O fato pode ser explicado pela né&o
especificidade do inibidor (Malmberg, 1998; Kakkar e Sawhney, 2002), ou pelo
fato de que quando SAM descarboxilado é um fator limitante, homoserina e
acido aspartico podem ser utilizados como precursores alternativos para
biossintese de SPD e SPM (Park e Lee, 1994). Além disso, a inibicdo da
biossintese estd na dependéncia da concentracdo do inibidor e do sistema
vegetal utilizado, sendo que talvez a concentracao utilizada tenha ficado abaixo
da necessaria para promover a inibicdo (Santa-Catarina, 2005).

Marbach (1998) observou, em Solanum melongena, que a adicdo de

PUT foi efetiva em aumentar a embriogénese somética, enquanto SPD foi mais
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efetiva em aumentar a calogénese. Contudo no presente estudo, 0s
tratamentos com diferentes poliaminas ndo foram mais efetivos com relacao a
resposta morfogénica, apesar de apresentarem diferentes niveis de poliaminas

No tratamento com SPM observou-se aumento dos niveis de SPD,
demonstrando que as poliaminas sdo interconversiveis. Monteiro e
colaboradores (2002) observaram que a espermidina adicionada pode ser
oxidada pela PAO e parcialmente metabolizada em putrescina. A sintese da
descarboxilase da SAM ¢€ inibida pela SPD, mas é aumentada em resposta ao
incremento de PUT (Buchanan et al., 2000)

Segundo Bouchereau e colaboradores (1999) a SPM pode ser
considerada como a poliamina mais ativa, apresentando um papel de protecéo
contra injurias (Kuthanova et al., 2004) e de controle de radicais livres (Li et al.,
2004), sendo observado incremento na biossintese de SPM em condi¢Bes de
maior estresse (Park e Lee, 1994). SPD mostrou-se eficaz nas etapas de
iniciagdo da embriogénese, enquanto a SPM foi eficaz nas etapas de
desenvolvimento e crescimento das plantas (Kevers et al., 2002). SPD e SPM
exibem efeitos fisiologicos diferentes na membrana celular em comparacao a
putrescina. O ponto-chave na prevencdo de injurias na membrana dos
tilacoides em folhas submetidas a estresse osmatico esta nos niveis celulares
de SPD e SPM (Besford et al., 1993).

A competicao entre a biossintese de poliaminas e etileno é controversa,
sendo que alguns trabalhos consideram uma competicdo de alta intensidade
com reflexos acentuados na morfogénese (Minocha e Minocha, 1995; Aziz et
al. 1997; Andersen et al.,, 1998; Scaramagli et al., 1999), enquanto outros
relatam uma menor intensidade de maneira que a resposta morfogénica é
independente desta interacdo (Zhu e Chen, 2005; Paschadilis e Roubelakis-
Angelakis, 2005).

Calheiros e colaboradores (1994) observaram que, em baixas
concentragdes, as poliaminas podem estimular a sintese de etileno. Plantas de
tomate com insercdo do gene SAM descarboxilase apresentaram aumento nos
niveis de poliaminas concomitante com aumento nos niveis de etileno, sem que
houvesse alteracdo na regulacdo temporal do amadurecimento (Metha et al,;
2003).
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O acumulo de poliaminas pode causar mudancas qualitativas na
atividade transcricional e pode afetar a populacdo de receptores de etileno ou
um ou mais componentes da via de transducéo de sinais do etileno (Metha et
al., 2003).

A idéia de horménios especificos para o desenvolvimento pode ser
considerada uma idéia errbnea, pois na realidade, a regulacdo dos processos
de crescimento e desenvolvimento se da por inUmeras conexdes e niveis de
interacdes (Gaspar et al., 2003).

Considerando-se que o meio com adicdo de MGBG foi o0 Udnico
tratamento onde foi observada supressdo da resposta organogénica,
comparando se 0s niveis de etileno e poliaminas aos demais tratamentos pode-
se sugerir que a capacidade morfogénica esta relacionada a uma interacao
entre poliaminas e etileno que permita a divisdo e diferenciacdo celular. A
interacdo entre etileno e poliaminas aparenta ser um fator preponderante para
a definicdo da divisdo, sendo a regulacdo temporal a peca chave para a
definicdo da transdiferenciagao.
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CONCLUSOES GERAIS

- Foi observada correlacdo entre a resposta morfogénica e os picos de
etileno e poliaminas, sendo que 0s atrasos nos niveis maximos observados em
Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener corresponderam ao atraso da

organogénese quando comparado com P. cincinnnata Masters.

- Verificou-se que a cultura in vitro de Passiflora em estadios de
rediferenciacdo, caracterizada por apresentar altas taxas de expansédo e
alongamento, apresenta conteudos elevados de etileno associados a altos
conteudos de poliaminas, sugerindo que a competicdo entre as duas rotas

biossintéticas é altamente regulada e plastica.

- Sugere-se que uma relagdo entre poliaminas e etileno seria um dos
fatores responsaveis por desencadear, estimular e/ou propiciar 0 processo

morfogénico.

- Aparentemente a interacdo entre etileno e poliaminas mostra-se como
um dos fatores para a definicdo da diferenciagédo, sendo a regulacdo temporal
das concentracfes a peca chave para a transdiferenciacao.
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