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Resumo - Poliaminas (PAs) sdo compostos policatibnicos envolvidos em varios processos de
crescimento e desenvolvimento vegetal. Estudos recentes revelaram um requerimento das PAs na
embriogénese zigotica e somatica. O objetivo desse trabalho foi analisar o efeito das PAs Putrescina
(Put), Espermidina (Spd) e Espermina (Spm) e do inibidor da sintese de Spd e Spm, metilglioxal
bis-guanilhidrazone (MGBG), na modulacdo da embriogénese somatica de A. angustifolia
avaliando o crescimento, morfologia, niveis enddgenos de PAs e atividade das bombas de prétons,
apds 24 horas e 21 dias de incubagdo. Verificou-se respostas diferenciadas entre os tratamentos com
PAs, as quais alteram a morfologia e crescimento das culturas, possivelmente pela modula¢éo dos
niveis endogenos de PAs e atividade das bombas de protons. Os resultados sugerem que Put esti
relacionada com a proliferacdo celular, enquanto Spd e Spm com a evolugdo morfogenética das
culturas, sendo o efeito observado com 24 horas de incubagdo e mantido ao longo do crescimento
(21 dias). Sugere-se que as PAs atuam em aspectos bioquimicos relacionados com sinalizagéo
celular e modulam o desenvolvimento das culturas embriogénicas de A. angustifolia.

Palavras-chave: evolucdo morfogenética, sinalizacéo celular, bombas de prétons.

Area do Conhecimento: Botanica

Introducéo

PAs sdo compostos policatidnicos ubiquos
que estdo envolvidos em processos de
crescimento e desenvolvimento vegetal. Na
altima década estudos com mutantes
revelaram um requerimento obrigatério das
PAs na embriogénese zigoOtica e somatica.
Além disso, o uso de inibidores da sintese de
PAs foi essencial para identificad-las como
reguladores  especificos de  processos
fisiologicos vegetais (BARON &
STASOLLA, 2008).

Os sistemas de embriogénese somatica, além
de permitirem o estudo dos aspectos basicos
da embriogénese, tém contribuido para a

propagacdo e conservacdo de varias espécies.
Sistema de embriogénese somética tem sido
desenvolvido para A. angustifolia, uma espécie
de importancia econdmica em risco de
extingdo, entretanto a conversédo de embrides
somaticos em plantas completas ainda € um
desafio.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
analisar o efeito das PAs: Put, Spd e Spm e o
inibidor MGBG no crescimento, morfologia,
metabolismo enddgeno de PAs e atividade das
bombas de prétons — H*-ATPases tipo P e V e
H*-PPase, visando identificar os fatores que
influenciam o estabelecimento, a multiplicacéo
e evolucdo de culturas embriogénicas de A.
augustifolia.
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Metodologia

Para realizagdo dos experimentos, culturas
embriogénicas de A. angustifolia mantidas em
meio BM2 (GUPTA & PULLMAN, 1991)
com 15 dias de crescimento foram incubadas
isoladamente com as PAs: Put, Spd e Spm e 0
inibidor MGBG (1 mM) durante o periodo de
24 horas e 21 dias, e mantidas no escuro a
25°C sob agitagéo (100 rpm).

Apos 21 dias de incubacéo o crescimento das
culturas foi analisado pelo incremento do Peso
Fresco (g). Para as analises morfoldgicas, as
culturas foram tratadas com Azul de Evans
0,1% por 5 min, para marcar células do
suspensor e em seguida com Carmim acético
2% por 30 segundos, para marcar células
embriogénicas. As células foram observadas
em microscopia de luz.

Para determinar o contetdo enddgeno de
PAs livres, amostras (300mg cada) em
triplicata, oriundas de cada tratamento foram
maceradas com 1,4ml de acido perclérico a
5% (v/v), e incubadas a 4°C por 20 min. Em
seguida, foram centrifugadas a 20.000 x g por
20 min. As PAs livres extraidas foram
dansiladas e identificadas utilizando-se
cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC) com coluna C18 fase reversa, de
acordko com a metodologia descrita por
Silveira et al. (2004). As areas e tempos de
retencdo de cada PA foram analisados por
comparagdo com concentracbes padrdes
conhecidas de Put, Spd, Spm e DAH
(diaminoheptano) utilizado como padrdo
interno).

As fragbes microssomais foram isoladas
através de centrifugacdo diferencial, como
descrito por GIANNINI & BRISKIN (1987),
com algumas modificagdes. Primeiramente as
células foram incubadas por 2h em meio BM2
com metade da concentracdo salina, acrescido
de celulase 1% para facilitar o rompimento da
parede  celular.  Posteriormente  foram

centrifugadas a 3000 x g por 15 min. As
células obtidas foram maceradas em tampé&o de
extragcdo composto de 250 mM de sacarose,
10% (v/v) de glicerol, 100 mM de tampéo Tris
pH 8,0, 5 mM de EDTA, 100 mM de KClI,
5mM de DTT, ImM PMSF, 0,4% de PVPP
(p/v), 0,3% de BSA (p/v) e 1 mM de
Benzamidina. O material homogeneizado foi
centrifugado a 150 x g por 15 min. O
sobrenadante foi coletado e submetido a uma
nova centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 min.
Finalmente, o sobrenadante foi centrifugado a
51.000 rpm por 35 min, a 4°C, onde o
precipitado foi resuspenso em solucdo tampdao
composta de 10% de glicerol, 100 mM de Tris-
HCl pH 7,5, 5 mM de EDTA, 5 mM de DTT, 1
mM de Benzamidina e 1 mM de PMSF.

As dosagens das proteinas foram realizadas
segundo o método descrito por Bradford
(1976). As atividades ATPé&sica e PPasica
foram  determinadas  colorimetricamente,
consistindo na determinacdo do Pi liberado
durante a hidrdlise do ATP e do pirofosfato
(PPi), respectivamente, segundo o método
descrito por FISKE & SUBBAROW (1925). A
hidrélise de ATP da H'-ATPase tipo P e V
foram representadas como atividade sensivel
ao inibidor especifico ortovanadato de sddio e
bafilomicina, respectivamente.

Os experimentos foram realizados em
triplicata, e representados usando média e
desvio padréo.

Resultados

Culturas tratadas com Spm apresentaram
uma reducdo acentuada no crescimento (50%)
comparado ao controle, enquanto a Put (13%),
Spd (20%) e MGBG (14%) apresentaram uma
reducdo menor (Tabela 1).
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Tratamentos

Peso Fresco (g)

0.509 =0.022

Controle
Put 0,439 + 0,025
Spd 0,410 £ 0,025

Spm 0,260 = 0,006

MGBG

0,436 £ 0,053

Tabela 1: Efeito da Put, Spd, Spm e MGBG
no crescimento (g) das culturas embriogénicas
de A. Angustifolia apds 21 dias de incubacgao
(média + desvio padréo, n=3).

Na analise morfoldgica as culturas celulares
foram classificadas em Massas Pro-
Embriogénicas (PEM) nos estégios I, 1l e 1lI,
segundo a descrigdo de Filonova et al. (2000).
No controle foram observados PEMs nos
estagios | e Il, contendo em média 10 células
embriogénicas e 1 suspensor. O tratamento
com Put apresentou na maioria PEMs no
estagio Il, contendo em média 21 células
embriogénicas e 2 suspensores, enquanto Spd
e Spm apresentaram, na maioria, PEMs no
estagio Ill, contendo em média mais de 30
células embriogénicas e 7 suspensores. O
MGBG resultou na formagdo de PEMs no
estagio I, com media 12 células embriogénicas
e 1 suspensor, entretanto com um padréo
morfoldgico distinto comparado ao controle,
com celulas menores e o suspensor corando
em vermelho (Figura 1).

Figura 1: Aspectos morfoldgicos das culturas
embriogénicas de A. angustifolia apds 21 de
incubacdo sem PAs (A) e com Put (B), Spd (C),
Spm (D) e MGBG (G). CE= células
embriogénicas; CS= células do suspensor.
Barras=150pm.

Pela andlise dos niveis endégenos de PAs
observou-se que houve incorporacdo endégena
das respectivas PAs quando adicionadas,
observado j& nas primeiras 24 horas,
mantendo-se 0 mesmo perfil apds 21 dias de
incubacdo. A adicdo de MGBG reduziu os
niveis de Spd e Spm e aumentou 0s niveis
endégenos de Put somente apdés 21 dias,
sugerindo que sua acgdo inibitdria sobre a
sintese de Spd e Spm pode ser observada ap6s
um periodo mais prolongado de incubacdo
(Figura 2).
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700,00 cultivo observou-se um padrdo similar ao da
. wet s Esn A H*-ATPase tipo V (Figura 3).
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Figura 2: Niveis enddgenos de PAs em
culturas embriogénicas de A. angustifolia apds
24 horas (A) e 21 dias (B) de incubacdo com
Put, Spm, Spd e o inibidor MGBG (média *
desvio padrdo, n=3). *=ndo detectado

Para a H'-ATPase do tipo P, verificou-se
apds 24 horas que a Put estimulou, enquanto
Spd e Spm inibiram a atividade em relacdo ao
controle, e 0 MGBG néo apresentou diferencas
acentuadas. Porém, apds 21 dias, todos os
tratamentos apresentaram resultados similares.
Nas atividades vacuolares, verificou-se que a
Put e 0 MGBG ativaram a H*-ATPase do tipo
V ap0s 24 horas, enquanto a Spm inibiu. Apos
21 dias, a adicdo de Put manteve a maior
atividade, MGBG foi similar e Spd e Spm
diminuiram em relagdo ao controle. Para a H*-
PPase observou-se ap6s 24 horas, nos
tratamentos controle e Put, as maiores
atividades PPasicas. Porém, apés 21 dias de

Discussdo

Os resultados mostram que as PAs e o
inibidor MGBG induziram respostas distintas
nas culturas embriogénicas de A. angustifolia
para o0 crescimento e morfologia,
possivelmente, em decorréncia da modulacéo
no conteddo enddégeno de PAs e atividade de
bombas de protons. Culturas incubadas com
Put apresentaram crescimento similar ao
controle, com PEMs Il para ambos o0s
tratamentos. Por outro lado, a adicdo de Spm
inibiu o crescimento das culturas apresentando
em sua maioria PEMSs no estagio Ill, similar a
Spd, embora esta ndo tenha reduzido o
crescimento. De acordo com FILONOVA et
al. (2000) a presenca de PEMs Il sdo
essenciais para a progressdo da embriogénese
somatica, sugerindo que a Spd e Spm estdo
associadas a evolucdo morfogenética das
culturas embriogénicas em A. angustifolia.
Em relacdo ao conteddo enddgeno de PAs
livres, verificou-se uma incorporacdo das
diferentes PAs com 24 horas de incubagéo,
mantendo o perfil até os 21 dias de
crescimento, sugerindo que as PAs Spd e Spm
estejam associadas & maturacdo das culturas,
devido a evolucdo morfogenética observada.
As PAs modularam também as atividades de
bombas de protons. Os resultados apés 24
horas de incubacdo sugerem que a Put pode
estar relacionada com a ativagéo para a diviséo
celular, uma vez que a adicdo desta PA
resultou numa maior atividade ATPé&sica do
tipo P e do tipo V. A acidificagdo do apoplasto
resultante do transporte de protons pela H'-
ATPase de membrana plasmética, contribui
para o afrouxamento da parede celular e
alcalinizacdo do citoplasma, sendo um dos
fatores que pode estar associados com a
ativagédo da diviséo celular (Kutschera, 2001).
A homogeneidade na resposta da atividade
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Figura 3: Efeito da Put, Spd, Spm e MGBG na atividade das bombas de prétons nas culturas
embriogénicas de A. angustifolia. (A e B) H'-ATPase do tipo P, (C e D) H*-ATPase do tipo V, (E e F)
H+-PPase. (A, C e E) apds 24 horas; (B, D, F) apds 21 dias de incubacdo. (médiatdesvio padrao, n=3).
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ATPésica do tipo P entre os tratamentos ap6s
21 dias, sugere que esta bomba apresente
pouca participagdo no metabolismo energético
das culturas embriogénicas na transicdo da
fase exponencial para a estacionaria de
crescimento, neste periodo. Por outro lado, nas
bombas vacuolares verificou-se diferengas
acentuadas entre os tratamentos apos 21 dias
de incubagdo, com Spd e Spm apresentando
uma reducdo na atividade. Esta resposta pode
estar relacionada a reducdo do crescimento das
culturas e ao estimulo & diferenciacdo das
culturas embriogénicas. Estes resultados
corroboram com o0s observados por Santa-
Catarina et al (2007), os quais sugerem que a
Put é uma PA relacionada com o crescimento
celular, enquanto a Spd e Spm direcionam a
morfogénese. Desta forma, sugerimos que Put
est4 associada a proliferacdo celular, enquanto
Spd e Spm a evolugdo morfogenética em
culturas embriogénicas de A. angustifolia.

O MGBG, ao inibir a sintese de Spd e Spm,
aumentou o0s niveis enddégenos de Put.
Entretanto, os resultados observados foram
diferentes daqueles com a adi¢do de Put. Este
inibidor est4 associado também com a via de
sintese de etileno, que pode ter resultado num
aumento deste composto pela ndo utilizagdo
dos grupos aminopropil na rota de sintese de
PAs. Maiores estudos devem ser feitos para
melhor compreensdo dessa via regulatoria.

Conclusédo

Sugere-se que as PAs atuam na sinalizagéo
celular em culturas embriogénicas de A.
angustifolia, ao verificar que estas alteram o
crescimento e a morfologia, possivelmente,
pela modulacdo dos niveis enddgenos de PAs
e atividade de bombas de prétons. Estudos
futuros devem ser realizados com inibidores da
rota de biossintese de PAs tanto para obtencéo
de andlises profundas em relacdo a acdo das
PAs nos processos de crescimento e
desenvolvimento vegetal, quanto para estudos

bésicos de sinalizacdo celular e integragdo de
rotas bioquimicas.

Esse trabalho possibilitou respostas sobre
diferentes fungbes da PAs no processo de
embriogénese somatica de A. angustifolia,
permitindo o conhecimento importante para
direcionamento de futuras pesquisas.
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