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AVALIACAO DE DIFERENTES FONTES DE NITROGENIO EM EXPLANTES
DE CRYPTOMERIA JAPONICA D. DON. “ELEGANS” CULTIVADOS ‘IN
VITRO': AVALIACOES BIOQUIMICAS E RELACOES ENTRE
REGULADORES VEGETAIS

Autora: FLAVIA REGINA CAPALDI
Orientador: Prof. Dr. ANTONIO NATAL GONCALVES

RESUMO

A Cryptomeria japonica D. Don. “elegans” € uma conifera pertencente a
familia Taxodiaceae, que apresenta crescimento rapido e boas respostas a
fertilizacdo. Dez variacdes nas concentracdes de nitrato e amonio presentes no
meio de cultura MS foram realizadas no cultivo ‘in vitro’de brotacdes obtidas a
partir de explantes primarios de apices caulinares durante 90 dias. A cada 30
dias foram avaliados, a taxa de crescimento relativo e o incremento em massa
vegetal seca. Ao final de 90 dias, foram realizadas analises dos teores de
proteinas solUveis totais, aminoacidos solUveis totais, carboidratos nao-
estruturais totais e eletroforese de proteinas totais em gel de poliacrilamida. Os
tratamentos que exibiram resultados mais satisfatorios foram utilizados em um
experimento com diferentes relacdes auxinalcitocinina, onde foram avaliadas a
producdo de brotacfes e a altura média das mesmas aos 30, 60 e 90 dias de

cultivo. As concentracdes de nitrato e aménio entre 25 e 31lmmol.L™ e até



XV

5mmol.L”, respectivamente, foram as mais efetivas para o crescimento e
desenvolvimento do material vegetal cultivado ‘in vitro’. Durante o experimento
com diferentes concentracdes de ANA e BAP, foi possivel observar que a
producao de brotacdes, etapa essecial para um processo de micropropagacao
eficiente, foi superior quando as combinagdes entre nitrato e amoénio foram 22,5 +

2,5mmol.L ! e 25,0 + 5,0mmol.L™.



EVALUATION OF THE DIFFERENT NITRATE AND AMMONIUM
CONCENTRATIONS IN EXPLANTS OF Cryptomeria japonica D. DON.
“ELEGANS” CULTIVATED ‘IN VITRO’

Author: FLAVIA REGINA CAPALDI
Adviser: Prof. Dr. ANTONIO NATAL GONCALVES

SUMMARY

Cryptomeria japonica D. Don. “elegans” is a fast-growing tree
belonging to the Taxodiaceae and it is considered a responsive species ‘in
vitro’. The aim of this work was to evaluate the effect of ten different
concentrations of nitrate and ammonium in morphogenesis ‘in vitro’ of
Cryptomeria japonica D. Don. “elegans” explants. Analysis of relative growth
rate, total soluble proteins, total soluble aminoacids, total non structural
carbohydrates and electrophoresis of total proteins was performed in order to
observe the role of different nitrogen sources on the growth and development
of the explants cultivated ‘in vitro’. The concentratios of nitrate and
ammonium that showed the best results were selected and used in an
experiment with different concentrations of NAA and BAP to observe the
shoot production. Each experiment was analised at the 30™, 60" and 90"
days of culture. The biochemical analysis was performed only at 90" day of
cultive. Concentrations from 26 to 31mmol.L* of NOs; and lower than
5mmol.L™* of NH;" were the most effective for growth and development of the
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explants. However, the experiment with different concentrations of NNA and
BAP showed that the best shoot production was achieved on 22,5mmol.L™* of

NOs- + 2,5mmol.L™* of NH,;" and on 25,0mmol.L? of NOs + 5,0mmol.L™? of
NH4* and with 2,0mg.L™ of BAP + 1,0mg.L™ of NNA.



1 INTRODUCAO

A cultura de tecidos constitui-se num processo altamente flexivel a
propagacéao de plantas, pois vem se obtendo sucesso nos resultados conforme
o tipo de material vegetal utilizado como explante, em combinacdo com a
técnica de cultivo mais apropriada e o objetivo estabelecido. Também devem
ser considerados os diferentes comportamentos dos materiais vegetais na
presenca de composicOes variadas de meios de cultura, tipos e concentracdes
de fitorreguladores, entre outros fatores, os quais influenciam o0s processos
vitais do crescimento e do desenvolvimento vegetal.

Nos diversos processos da cultura de tecidos, a morfogénese €
extremamente influenciada pela disponibilidade e pela forma de suprimento de
nitrogénio no meio de cultura. Assim como a producdo de brotacdes é
influenciada pela relag&o auxina/citocinina fornecida aos explantes.

A composicdo quimica adequada de um meio de cultura é um dos
aspectos mais importantes na micropropagacdo em geral, pelo fato de
influenciar diretamente no processo de morfogénese e também por ser o fator
de mais facil manipulacdo no processo de micropropagacdo. A escolha do
meio de cultura mais adequado para determinada técnica e fase da
micropropagacéao influenciara diretamente na otimizacdo do processo para um
determinado gendétipo (Teasdale, 1987).

A comparacao entre nitrato e aménio € de grande importancia e a
literatura aponta diversos trabalhos realizados com plantas cultivadas ‘in vitro’ e
‘in vivo’. Essa importancia € devida ao incremento no uso de fertilizantes em

cultivos florestais e também, pelo fato de algumas espécies responderem bem a



2

presenca de amdnio no meio de cultivo, enquanto que, para outras espécies, é
um ion que provoca toxicidade, afetando o crescimento das plantas.

O nitrogénio é um nutriente de essencialidade incontestavel dentro de
gualquer fase do desenvolvimento vegetal e uma de suas funcdes é a formacéo
de compostos basicos ao ciclo de vida vegetal (amino&cidos, proteinas, acidos
nucléicos, entre outros). Considerando esse fato e, associando as informacdes
obtidas na literatura a respeito do comportamento das plantas, especialmente
coniferas, sob diferentes fontes de N, algumas hipéteses foram determinadas
para o desenvolvimento dessa dissertacdo: (a) o nitrogénio desempenha papel
fundamental na multiplicag&o ‘in vitro’ de gemas e no processo de crescimento
das plantas e, as relagcbes entre as fontes de N fornecidas ao meio de cultura
proporcionam respostas morfogénicas variadas durante o cultivo ‘in vitro’; (b) o
balanco nitrato:aménio pode alterar o teor protéico, a sintese de aminoacidos e
o teor de carboidratos totais do material vegetal em estudo e (c) as relacdes
entre a auxina e a citocinina sdo responsaveis por respostas morfogénicas
diferenciadas nos explantes cultivados ‘in vitro’.

A escolha do material vegetal utilizado para o desenvolvimento dos
estudos propostos nessa dissertacdo partiu do principio de que seria desejavel
optar-se por uma espécie de conifera, conforme informacfes obtidas na
literatura sobre o seu comportamento sob diferentes regimes de fornecimento
de N (fontes e concentracdes). Apesar de ndo ser uma espécie altamente
difundida e cultivada como as espécies do género Eucalyptus e Pinus, a
Cryptomeria japonica D. Don. “elegans” foi considerada propicia, por apresentar
crescimento rapido em comparagdo a outras espécies de coniferas e boa
resposta a fertilizacao, ou seja, € possivel obter respostas significativas e num
periodo de tempo satisfatorio.

Em relacdo as caracteristicas mais comerciais da espécie, podemos
citar a qualidade da sua madeira, que € leve, porém densa, de coloracéo
avermelhada e, por isso, altamente valorizada em paises como Estados Unidos,
Japéao e alguns paises europeus. As principais finalidades do uso da madeira
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da Cryptomeria japonica séo para confeccdo de moéveis, pisos e casas. Ja a
arvore é utilizada para fins ornamentais, paisagisticos, reflorestamento e cerca
viva. Em sua fase juvenil, € comercializada como arvore de Natal. Sua
caracteristica de planta medicinal também é apontada na literatura, assim como
0 seu cultivo para a extragcdo de Oleos essenciais, para uso na industria
farmacéutica.

No Brasil, as principais finalidades para o seu cultivo sdo o0 uso
ornamental, paisagistico e para reflorestamento, sobretudo em regides com
climas mais amenos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes concentracdes
de nitrato e amonio no cultivo ‘in vitro’ de explantes de Cryptomeria japonica D.
Don. “elegans”.

Para que esse objetivo fosse atingido, etapas especificas foram
consideradas: avaliagcdes de crescimento relativo dos explantes, formacgéao de
calos e brotacbes e, andlises bioquimicas de proteinas solaveis totais,
aminoécidos sollveis totais e carboidratos ndo estruturais totais, como
indicadores de um processo adequado de organogénese. Para auxiliar a
analise das proteinas, foi também utilizada a técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE).

A partir destas avaliagbes, foram selecionadas as concentracdes de
nitrato e amoénio que exibiram resultados mais satisfatorios, as quais foram
utilizadas em um estudo com reguladores vegetais, visando observar a
capacidade de formacgao de calos e brotagcdes sob tais concentracdes de nitrato

e amonio e sob diferentes relacdes entre auxina e citocinina.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Nitrogénio, Amonio e Nitrato em cultivos ‘in vitro’

A biotecnologia oferece varias possibilidades para as pesquisas e a
propagacao clonal tem sido considerada como a principal via para o presente.
(Toribio et al., 1989).

O aumento do interesse no uso das técnicas de cultura de tecidos de
plantas estd documentado na literatura recente, abrangendo os mais variados
aspectos da agricultura, horticultura, florestas e da industria farmacéutica (Pochet
etal., 1991).

O cultivo ‘in vitro’ de Pinus sylvestris tem sido realizado em vérias
composicdes de meios de cultura. Entretanto, para obter o crescimento 6timo e a
morfogénese da espécie € necessario estabelecer-se uma composicao propria
de meio de cultura. As proporcdes dos diferentes nutrientes presentes no meio
de cultura séo de grande importancia, pois segundo a teoria de Ingestad (1979), a
absorcdo de cada nutriente influencia e é influenciada pelos outros (Toribio et al.,
1989).

Ingestad (1992) realizou experimentos com explantes de P. sylvestris
cultivados ‘in vitro’ em diferentes meios de cultura durante 90 dias, testando a
concentracdo de nitrogénio total e também a relagcdo amonio:nitrato presente em
cada composicao, sendo a maior concentracdo de nitrogénio total aquela que se

encontra no meio de cultura MS (60mmol.L™ de N total e relagdo aménio:nitrato de
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1:2). Os resultados mostram que a absorcdo de aménio pelos explantes foi
melhor que a absorcdo de nitrato conforme a relacdo entre os dois ions. Os
resultados indicam ainda que altos niveis de aménio presentes no meio de cultura
causaram perda do potencial morfogenético dos explantes. Foi desenvolvida uma
composicao de meio de cultura baseada nos teores descritos por Ingestad (1979)
a qual foi comparada com outros meios de cultura mais utilizados na propagacéao
‘in vitro’ de coniferas: o MS (Murashigue & Skoog, 1962), o SH (Schenk &
Hildebrandt, 1972) e 0 S (Sommer et al, 1975). Os resultados mostram que 0
incremento de peso fresco e niumero de gemas foi melhor nos meios SH
(27mmol.L™ de N total e relagdo aménio:nitrato de 1:9) e S (13mmol.L™ de N total
e relacdo amonio:nitrato de aproximadamente 1:3,5). O meio MS mostrou-se
prejudicial ao desenvolvimento dos explantes apés a andlise de 3 subcultivos (90
dias), o que foi atribuido a presenca de alta quantidade de nitrogénio total no meio
de cultura.

Muitos meios de cultura, usados no cultivo ‘in vitro’ de espécies
florestais, contém tanto nitrato como amoénio. Os ions NH,;" podem ser
incorporados aos aminoacidos sem a necessidade do processo de reducdao,
assim como suprimentos externos de aminoacidos podem ser incorporados
diretamente aos processos de biossintese. A absor¢do das formas reduzidas de
N também estimula a atividade da nitrato-redutase, facilitando o metabolismo do
nitrato (George et al.”, citado por GROSSI, 1995).

Segundo Elkonin et al (2000), a composicdo do meio de cultura € um
dos fatores chave que afetam a morfogénese em células cultivadas ‘in vitro’. Os
autores realizaram experimentos a partir de explantes de paniculas de sorgo
(Sorghum bicolor) cultivadas ‘in vitro’ sob diferentes balancos nitrato:amoénio e
também usando fontes organicas de nitrogénio (prolina e aspargina) em meio de
cultura MS modificado, concluindo que composicbes com diferentes niveis e

fontes de nitrogénio afetam significativamente a intensidade de proliferacéo de

1GEORGE, E.F.; PUTTOCK, D.J.M.; GEORGE, H.J. The plant media. Edington: British Library, 1988.
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calos embriogénicos dos explantes. O potencial regenerativo destes calos,
entretanto, foi mais estimulado pela composicao bésica do MS suplementada por
aspargina.

Os meios de cultura comumente usados para a cultura de tecidos
vegetais apresentam diferentes concentracées de nitrogénio e na maioria dos
casos, o fornecimento de nitrogénio € inorganico pela combinacdo de nitrato e
amonio. A concentragdo de nitrogénio total entre os meios mais usados varia
entre 14,7mmol.L™* (WPM, Lloyd e McCown) a 60,0mmol.L™ (MS), com relacoes
nitrato:amoénio de 1,9; 2,0; 6,6; 9,5 e 30,0. Comparacdes de respostas de
crescimento e desenvolvimento de explantes cultivados nestes meios de cultura
permitem algumas conclusdes a respeito dos efeitos das diferencas quantitativas
e qualitativas no contetudo de nitrogénio fornecido aos explantes (Tsai et al.,
1999).

A micropropagacdo de Thuja plicata foi obtida a partir de brotacdes
axilares cultivadas em meio MS modificado e apresentando doses reduzidas da
concentragdo de nitrato de aménio (NH4;NO;) para ¥4 da concentragdo basica do
meio de cultura. A dose de KNO; permaneceu a mesma da composicao original
do meio de cultura MS. O experimento aponta que as concentracdes reduzidas
de nitrogénio total, nitrato e amonio, foram positivas a micropropagacdo de
diferentes clones da espécie (Pochet et al, 1991).

Plantas de Picea abies e Pinus nigra apresentaram quantidades
significativas de ambénio em sua folhagem, sem exibir, entretanto, efeitos
negativos em seu crescimento, sugerindo que algumas coniferas podem ser
tolerantes a presenca de amonio livre no simplasto (van den Driessche, 1991).

Uma desvantagem que tem sido atribuida a utlizacdo de altas
concentracfes de aménio ou sua utilizacdo como Unica fonte de N no meio de

cultura, é a inducdo da vitrificagdo, principalmente para espécies arbdreas. Ao
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contrario, o suprimento de N em fontes reduzidas tem-se mostrado importante
para a formacao direta de gemas em algumas espécies (George, 1984).

Na micropropagacao de Douglas-fir (Pseudotsuga menziesii), tem sido
utilizado o meio MS a %2 concentracéo e, também varias outras composi¢cdes que
apresentam concentracdes de sais decrescentes a partir do MS bésico, para
promover o desenvolvimento e o alongamento de gemas e 0 enraizamento ‘in
vitro’. Embrides zigoticos desenvolveram-se melhor em meio de cultura MS a %
da concentracdo. Uma das razfes atribuidas ao desenvolvimento superior dos
explantes é a alteracdo do conteudo de nitrogénio total no meio de cultura
(Goldfarb et al, 1989).

Thompson et al. (1981) realizaram experimentos com diversas
especies arbodreas e concluiram que niveis reduzidos de KNO3; e NH4;NO3; no meio
de cultura (1/4 da concentracdo existente no MS, ou seja, 475 mg.L™" KNO; e
412,5 mg.L™ NH4NO;) foram essenciais & inducdo de gemas adventicias em
explantes de arvores maduras.

Os efeitos dos ions NH," e NOs;™ no crescimento de calos de Pinus
strobus foram estudados. Os calos cultivados em meio de cultura MS tendo o
KNO; ou o NH;NO; como Unica fonte de nitrogénio sobreviveram e foram
mantidos em subcultivos. Entretanto, os calos cultivados em meio MS tendo o
NH,Cl como Unica fonte de nitrogénio tiveram seu crescimento inibido pela
presenca do ion NH;. Porém, o efeito inibitério foi cancelado pela adicdo de
quantidades otimas de KNO; ao meio de cultura MS que continha somente
amonio. O efeito toxico foi atribuido ao NH,;" e n&o ao ion CI, pelo fato de que
calos obtiveram bom crescimento quando cultivados em meio de cultura MS
contendo KCI. Os experimentos sugerem que o crescimento dos calos foi inibido
pela inabilidade das plantas em usar o aménio como Unica fonte de nitrogénio,
proporcionando o acimulo de ions NH," em niveis toxicos em seus tecidos (Kaul

etal., 1993).
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Segundo Bajaj (1989), concentracbes baixas de amoénio foram criticas
para o crescimento normal e o desenvolvimento de embrides zigaticos ‘in vitro’. O
autor também indica que a forma especifica do nitrogénio presente no meio de
cultura pode afetar o sucesso da cultura. Enquanto que concentragcbes maiores
de aménio podem diminuir ou inibir o crescimento dependendo da espécie
cultivada.

Porter et al. (1991) indicam o meio de cultura SH como o mais indicado
ao desenvolvimento de gemas em embrides, pela composicdo do meio
apresentar teor reduzido de amonio.

Tremblay et al (1991) mostram que concentragdes de nitrato de amonio
(NH,NOs) de 3,4 a 10,0mmol.L™ (para Picea mariana) ou 15,0mmol.L" (para
Picea rubens) ndo apresentaram efeitos na maturacdo de embrides somaticos
(maduros e imaturos) das determinadas espécies, porém na concentracao de
30mmol.L™ exibiu efeito inibitdrio no desenvolvimento dos embrides para as duas
espécies de coniferas. Neste experimento, portanto, os meios de cultura
ausentes de nitrato de amoénio foram considerados aptos ao suporte do
desenvolvimento de embrides somaticos para as espécies testadas. O peso
fresco dos embrides de P. mariana decresceu nas concentracdes citadas acima,
porém so foi observada diminuicdo do peso fresco para P. rubens na dosagem
de 30mmol.L™ de NH,NOs.

Vérios autores tém discutido as interacbes entre a concentracao de
nitrogénio total e a relacao entre as fontes disponiveis de nitrogénio presentes nos
meios de cultivo e também o suprimento de nitrogénio com fontes organicas,
como os aminoacidos (Bajaj, 1989).

Evers (1988) concluiu que a melhor relagdo NH,":NOs  igual a 1:5 foi a
gue proporcionou melhor resultado na inducdo de gemas num cultivo ‘in vitro’ de
Alnus glutinosa. Ja na fase de alongamento das gemas, a melhor relacéo foi a

de 1:8. Em outro trabalho, 0 mesmo autor concluiu que, na fase inicial do cultivo
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de Salix alba, a melhor relagdo foi a presente na composi¢cdo basica do MS
(1962), 40mmol.L™ de NO; e 20 mmol.L™ de NH,".

Veliky et al. (1973) cultivaram células de cenoura em suspensao em
meio liquido contendo fontes inorganicas ou organicas de nitrogénio e concluiram
gue os meios suplementados por fontes inorganicas de N exibiram um poder
tampdo maior que aqueles suplementados por caseina-hidrolisada. Os autores
sugerem que a producéo de biomassa foi controlada ndo somente pela utilizacao
de amoénio e nitrato, mas também pela concentracdo e pela relacdo entre as duas
fontes. Também sugerem que as variaveis (amoénio e nitrato) sdo as maiores
responsaveis pela producdo e incremento de peso seco das células, porém a
resposta das células a estes fatores € complexa, pois os dados apresentam
claramente, uma concentracdo em excesso de nitrato (em comparacdo aos meios
usados) para a obtencdo do crescimento 6timo em andlise de peso seco. Os
dados obtidos indicam que os mecanismos celulares de conversdo de fontes
inorganicas de nitrogénio em organicas podem, sob certas condi¢oes, limitar a
taxa e a eficiéncia de converséo de nutrientes em biomassa.

Tsai et al. (1999) realizaram estudos com fontes isoladas de nitrogénio
no meio de cultura MS para o cultivo ‘in vitro’ de explantes de beterraba Beta
vulgaris), apontando que as concentragdes de amonio e nitrato mais produtivas
para a multiplicacdo de gemas foram, respectivamente, 70% (14mmol.L™) e 64%
(25,6mmol.L™) do meio MS. J& para a formacao de calos a partir de explantes de
discos de folhas, o amoénio fornecido isoladamente proporcionou respostas
semelhantes as respostas encontradas com a composicao basica do MS, ou seja,
o fornecimento isolado de 20mmol.L" de aménio foi responsavel por uma
resposta semelhante em relagdo ao meio MS na formacédo de calos, porém néo
houve formacéo de gemas. No caso da formacéo de calos, o nitrato foi efetivo na
dose de 50% do MS, ou seja, 20mmol.L™ de nitrato fornecido isoladamente e

neste caso houve regeneracao.
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O acumulo de nitrogénio pelas plantas, em reposta ao suprimento e a
capacidade de assimilacdo € um fenbmeno comum a muitas espécies. Se o
suprimento de uma forma particular de N resulta em maior absorcdo que a
necesséria para manter um crescimento 6timo, o acimulo desta forma de N ira
ocorrer (Millard, 1988).

Em cultivo ‘in vivo’' de “seedlings” de Pinus rigida foi detectado que o
conteudo total de N nas folhas analisadas foi influenciado pela fonte (amonio ou
nitrato) usada. O incremento foliar de N foi atribuido ao aumento da
disponibilidade de amdnio na solucao nutritiva em seedlings ndo inoculados com
fungos micorrizicos. O nivel de compostos organicos nas folhas também
aumentou com o incremento de amoénio a solugéo nutritiva (Cumming, 1990).

Laukkanen et al. (1997) estudaram o efeito de duas diferentes fontes de
N em culturas de calos de Pinus sylvestris, em meio MS modificado e indicaram
gue o crescimento dos calos foi baixo no meio de cultura que continha somente
nitrato, porém os calos cultivados neste tratamento, exibiram uma intensificacéo
em seu metabolismo, principalmente em relagdo a sintese de proteinas e
compostos fendlicos. Alteracdes nas bandas protéicas também foram notadas
guando foi realizada a eletroforese em gel de poliacrilamida. Por outro lado, os
calos que cresceram na presenca de nitrato de amonio apresentaram
desenvolvimento superior, porém padrées bioquimicos inferiores.

A influéncia da composi¢cédo do meio de cultura no crescimento e na
morfogénese de Picea sitchensis foi estudada por Selby et al. (1990), os quais
indicaram que a maior producdo de brotacGes adventicias ocorreu sob as

relagdes amonio:nitrato iguais a 1:2 e 1:5.

2.1.1 O Nitrogénio nas Plantas e alguns Aspectos Bioquimicos
Entre os elementos principais a nutricdo das plantas, o nitrogénio tem

um grande significado. Como componente quantitativo da fitomassa, o N ocupa a
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guarta posicao, apés o C, o0 O e o H. A parte aérea das plantas herbaceas
contém, em média, 2 a 4% de nitrogénio; as folhas de arvores deciduas contém
1,5 a 3% de N; as aciculas e folhas esclerofilas contém entre 1 e 2% de N, os
ramos e raizes contém 0,5 a 1% de N, as algas plancténicas apresentam de 5 a
8% de N e as proteinas apresentam entre 15 a 19% de nitrogénio (Larcher, 2000).

Em ecossistemas florestais, o nitrato e 0 amoénio sdo as fontes mais
abundantes de nitrogénio disponiveis as raizes das plantas. O teor total de nitrato
e amonio, assim como a relagéo entre as duas fontes depende da qualidade e da
guantidade do nitrogénio adicionado e do balanco dos processos de
amonificacao, nitrificacdo, imobilizacdo e denitrificacdo que ocorrem no solo. O
nitrato € a fonte predominante nos solos com pH neutro e boa aeracao,
geralmente usados para agricultura, enquanto que o amobnio desempenha
importante papel em solos florestais. A importancia do amonio como fonte de N
para as arvores aumenta em regides adjacentes as areas com agricultura
intensiva, onde as culturas florestais sfo expostas a um incremento de NH,"
proveniente da atmosfera (Gessler et al, 1998; Larcher, 2000).

A disponibilidade do nitrogénio inorganico no solo é frequentemente
um fator limitante ao crescimento das plantas. O nitrato é a forma mais
comumente usada pelas plantas, exceto em solos onde a nitrificacéo € baixa e 0
amonio predomina. Apos a absorcao pela célula, o nitrato é reduzido a amonio,
antes de ser incorporado em compostos nitrogenados (Canovas et al, 1998).

As plantas superiores, em geral, sdo capazes de absorver o N sob
diferentes formas: N, (gds, caso das leguminosas e outras espécies),
aminoéacidos, uréia, NH," e predominantemente nas condi¢cbes naturais e
aerobicas, como NO3". Ao absorver amonio, ha aumento da acidez devido a saida
de H* proveniente, por exemplo, da dissocia¢io do H,COs respiratério. Havendo
absorcdo de nitrato, diminui a acidez, pelo aparecimento de OH’, originario da
sua redugdo: NH; + 8H ® NH; + H,O + OH (Malavolta, 1997).
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O nitrogénio é transportado no xilema e redistribuido principalmente no
floema, em processos relativamente rdpidos. Na planta, quase todo o N se
encontra em formas organicas representadas em maior proporcao por
aminoécidos e proteinas (Malavolta, 1997).

O aménio e o nitrato sdo dois dos ions mais rapidamente acumulados,
formando compostos rapidamente. O amoénio € toxico a um grande numero de
espécies e seu acumulo pode resultar comprometimento do crescimento das
plantas. Entretanto, algumas coniferas tém demonstrado bom crescimento na
presenca de amonio, sendo que em muitos casos, a espécie apresenta melhor
desenvolvimento na presenca de um suprimento combinado entre amonio e
nitrato (van den Driessche, 1991).

As curvas de absorcao relativas de nitrato e amonio sdo dependentes
da espécie e do pH. Uma grande fragdo do aménio e do nitrato acumulados é
incorporada em compostos organicos na raiz e, posteriormente translocados a
parte aérea da planta na forma de aminoacidos ou aminas. Entretanto,
dependendo da espécie, o nitrogénio é translocado das raizes a parte aérea na
forma de ions e entéo incorporado a compostos nitrogenados (van den Driessche,
1991).

O nitrogénio é um elemento formador de compostos basicos ao
metabolismo das plantas, como as proteinas, os aminoacidos e 0s acidos
nucléicos (Porter et al., 1991). O nitrogénio ocorre em todas as proteinas na

concentracao de aproximadamente 16% da massa (Bray, 1983).

2.1.1.1 Aminoacidos e Proteinas

O nitrogénio absorvido é incorporado aos compostos de carbono como
amino-grupos, formando os aminoacidos e aminas. Os aminoacidos sao
compostos béasicos para a biossintese de proteinas, acidos nucléicos e

substancias nitrogenadas do metabolismo secundario. Esses compostos sao
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importantes materiais basicos a construcdo das substancias corpéreas das
plantas (Malavolta, 1997; Larcher, 2000).

Os aminoacidos estdo dentro da classe dos componentes que vém
sendo chamados de “solutos osmaéticos compativeis” os quais nao interferem nas
funcdes enzimaticas (Taiz et al., 1998).

A determinacdo do teor de aminoacidos a partir de extratos vegetais é
muito utilizada na pesquisa fisiolégica, pois a rea¢do de uma planta ou de seus
orgdos a um ferimento ou a uma situagdo de estresse provoca a sintese de
proteinas, podendo entdo ser caracterizada pela composicdo dos aminoacidos
produzidos (Passos, 1996).

As proteinas sdo moléculas complexas constituidas por sequéncias de
aminoacidos. Cada proteina é formada por uma sequéncia Unica de
aminoécidos, o que determina sua funcao dentro da célula (Brum et al., 1994).

As proteinas sdo polimeros, grandes moléculas compostas por um
certo numero de subunidades que contém nitrogénio, designadas aminoacidos.
Sendo as proteinas moléculas complexas, sdo formadas por varias centenas de
aminoacidos. O numero das diferentes sequéncias de aminoacidos e, portanto, a
possivel variedade de moléculas de proteinas mostra-se enorme Raven et al.,
1996).

A sintese de proteinas € a funcdo central de todas as células. Na sua
auséncia, o crescimento e a manutengdo dos O0rgaos cessam e isso representa
um fator limitante a taxa de crescimento das plantas. Essa sintese requer uma
demanda por aminoacidos, um alto suprimento em energia e nutrientes,
especialmente de nitrogénio. O suprimento de nitrogénio depende da quantidade
de nitrato e amonio no meio e da taxa em que estas fontes sdo metabolizadas em
amino&cidos. Entretanto, essa ligacdo entre a sintese de proteinas e o
fornecimento de nitrogénio ndo € direta, devido ao nitrato e aos aminoacidos

armazenados nos vacuolos (Porter et al., 1991).
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O metabolismo das proteinas (absorcdo e translocacdo ativa de N,
processos do metabolismo basal provedores de compostos, sintese de
aminoacidos, transcricdo e traducdo) €é extremamente ativo e também
dependente do tipo e idade do 6rgdo. Orgdos em crescimento ou Orgéos e
tecidos de estoque sdo caracterizados pela sintese especialmente intensa de
proteinas, entretanto, em folhas senescentes ocorre a degradacdo das mesmas.
A sintese de proteinas é caracterizada pela alta e rapida capacidade de

adaptacdo molecular, funcional e fisiologica, em relacdo ao meio (Larcher, 2000).

2.1.1.2 Carboidratos

O efeito do N sobre os carboidratos ndo é direto, se compararmos, por
exemplo, seu papel como formador de compostos basicos, como os aminoacidos
e proteinas, porém, conforme Mengel et al (1987), a absorcdo de aménio também
€ afetada pelo nivel de carboidratos da planta. Altos niveis de carboidratos
favorecem a absorcédo de amonio provavelmente pelo aumento da assimilacdo de
amonia (NHs). A absorc¢do de nitrato pode ser diminuida pelo amdnio. Por outro
lado, a absorcao de aménio é influenciada pelo nitrato.

A relagdo existente entre os teores de carbono e um nutriente
especifico indica que, se uma deficiéncia nutricional limita o crescimento mais
gue uma deficiéncia na disponibilidade de luz, os carboidratos serdo acumulados
no tecido vegetal. O crescimento limitado indica que o excesso de carbono foi
afastado da producdo de metabdlitos secundarios constituidos de carbono. Um
macronutriente mineral importante e que afeta o balanco carbono-nutriente € o
nitrogénio (Hakulinen, 1998).

Os carboidratos constituem um grupo de compostos que incluem
acucares simples e moléculas mais complexas constituidas por subunidades de
acucares mais simples, cuja principal funcéo é o fornecimento de energia quimica

aos processos do ciclo de vida da célula. (Brum et al, 1994)



15

Outras funcdes atribuidas aos carboidratos sao: (i) fontes de reserva,
como € o caso do amido; (ii) possibilitam a sustentacdo, como no caso da
celulose, hemicelulose em vegetais; (iii) auxiliam na defesa, como no caso das
glicoproteinas e imunoglobulinas, entre outras mais especificas (Vieira et al.,
1991).

2.2 Uso de Reguladores Vegetais em cultivos in vitro

Os tecidos e 6rgaos vegetais cultivados ‘in vitro’, usualmente requerem
um suprimento exdgeno de auxina e citocinina para alcancarem niveis de
desenvolvimento adequados (Droual et al., 1998).

A maior fungdo atribuida por Salisbury et al. (1991) a citocinina é
promover a divisdo celular, enquanto que, quando somente auxina € adicionada
em meios de cultivo variados, ocorre apenas a formacado de massas celulares
sem especializacao e pouco organizadas, denominadas calos.

Salisbury et al. (1991) citam que, em relagdes citocinina/auxina altas, ou
seja, em meios de cultura com predominio de citocinina, ha formacdo de células
meristematicas nos calos, as quais sofrem divisdo e diferenciagdo em gemas,
caules e folhas. J& em relacBes baixas, onde ha predominio de auxina, ocorre a
formacgédo de calos e raizes.

Ferri (1979) e Krikorian et al. (1988), destacam os principais efeitos
biol6gicos das auxinas: crescimento do caule, o alongamento do caule ocorre por
atividade mitotica e por aumento de volume das células meristematicas do apice;
crescimento das folhas envolvendo divisdo, expansao e diferenciagao celular;
crescimento das raizes, entre outros. Os autores detalham também os efeitos
biolégicos das citocininas, tais como: divisdo celular (propriedade mais
comumente atribuida as citocininas); alongamento celular; diferenciacdo que o

autor considera ser o efeito mais marcante da citocinina, que, em acao conjunta
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com a auxina controla a morfogénese e a formacédo de 6rgaos em tecidos em
cultivo; germinagéo; retardamento da senescéncia; entre outros.

Conforme Little (1984), a citocinina exdgena tem sido considerada
responsavel pelo estimulo ao desenvolvimento das brotacfes laterais em muitas
espécies de plantas. O autor verificou o efeito da aplicacdo de 600ppm de BAP
na formacao de brotacdes laterais em plantas de Abies balsamea e concluiu que
a aplicacéo de citocinina aumentou a atividade meristematica e a formacao de
novas brotacdes laterais; a BAP também incrementou o crescimento dos brotos
gue ja existiam nas estacas utilizadas para o experimento. A resposta das
amostras a aplicagcdo de BAP também foi relacionada aos teores de nutrientes
oferecidos as plantas (principalmente N) e, ao genétipo das mesmas, ja que o
autor ndo utilizou um unico clone em seus experimentos. Com tal relacdo, o autor
concluiu que a producdo de brotacbes € maior quando o fornecimento de
nutrientes as plantas estd adequado. Para chegar a esta conclusdo, o autor
utilizou 3 niveis de N considerados: alto, médio e baixo e, as melhores respostas
foram atingidas quando as plantas foram cultivadas em niveis médios de
fornecimento de N.

Em concordéancia com o trabalho de Little (1984), Spanos et al. (1997)
estudaram a micropropagacédo de Cupressus sempervirens e Chamaecyparis
lawsoniana, verificando que, brotacdes das duas espécies cultivadas in vitro
produziram novas brotacfes mesmo sem a aplicacao de citocininas ao meio de
cultura MS, porém, em quantidade desprezivel. A producdo de gemas e
brotacbes somente atingiu taxas satisfatorias quando os explantes foram
expostos a concentracdes de 0,01 a 1,0mg.L™ de BA por 28 dias. O nimero de
brotagGes formadas foi proporcional ao incremento na concentragéo da citocinina
aplicada ao meio de cultura.

Estudando o processo de micropropagacdo e, mais precisamente, a

formacgéo de brotacdes adventicias em explantes de cotilédones de Pinus pinea
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L., Gonzéalez et al (1998) observaram que a suplementacdo de 4,5IM de 6-
benziladenina por 30 dias no meio de cultura LePoivre a meia concentracdo exibiu
os melhores resultados.

Chang et al (1991) indicam que a tecnologia para a propagacéao clonal
de coniferas tem sido rapidamente desenvolvida e, sendo assim, tanto o
processo de organogénese como 0 de embriogénese jA se encontram
estabelecidos para muitas espécies de Pinus. Esses autores estudaram o efeito
de diferentes citocininas na formacéo de brotac6es em explantes de cotilédones
de Pinus virginiana cultivados em meio de cultura GD com concentracdo de ANA
fixa (0,05imol.L *). Os resultados indicam que, ap6s 30 dias de cultivo, a
benziladenina (BA), foi a citocinina mais eficiente dentre as estudadas, sendo que
a formacéo de brotacdes aumentou conforme a concentracdo de BA aplicada ao
meio de cultura (4,4; 11,1; 22,2; 44,.4imol.L *). A maior média de brotacdes por
explante observada foi de 29. Segundo os autores, este é o primeiro trabalho que
aponta sucesso na propagacao massal do Pinus virginiana.

Denoso (1991) desenvolveu a tecnologia para a propagacao massal de
explantes de Larix decidua cultivados in vitro. Como explante, o autor utilizou
embrides, os quais foram submetidos a 2 experimentos. Primeiramente, o autor
cultivou os explantes nos meios de cultura MS (basico e a % concentracdo), SH,
WPM, DCR (basico e a ¥z concentracao), a fim de verificar a influéncia do meio de
cultura no desenvolvimento dos embrides. O meio de cultura DCR foi selecionado
para 0 segundo experimento, que objetivou avaliar o efeito de diferentes
citocininas no desenvolvimento dos explantes. O melhor resultado encontrado
mostra que 10mg.L™" de BAP proporcionou a formacdo do maior nimero de
brotacdes (16 por explante). O autor indica, ainda, que a presenca de auxina
(ANA, AIA, AIB) no meio de cultura resultou em declinio no nimero de brotacdes

formadas e no aumento da incidéncia de calos na base dos explantes.
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Capuana et al (1997) estudaram a micropropagacdao do cipreste
(Cupressus sempervirens L.), utilizando seedlings de 5 semanas de idade,
originarios de sementes como explantes. Esses explantes foram cultivados em 4
diferentes meios de cultura: MS, SH, GD e MCM, suplementados por vitaminas e
5imol.L * de BA e 0,1imol.L * de ANA. Apds 2 a 3 semanas, ja foi possivel
observar, macroscopicamente, a proliferacdo de brotagdes. Os meios de cultura
MS e SH exibiram uma média de 4,5 brotacdes/explante, considerado o melhor
resultado. Os autores indicam que, as coniferas geralmente produzem brotacdes
em resposta a aplicacdo exdgena de citocinina e a presenca de BA mostrou-se
essencial para que ocorra o estimulo a formacdo de novas brotacdes, tanto na
espécie estudada como em outras espécies de coniferas, particularmente sob as
concentracées de 5 a 10imol.L * em combinacg&o com 0,2imol.L ™ de ANA.

Porém, concentracdes de citocininas maiores que 10imol.L * podem
ocasionar declinio na producdo de brotacdes axilares, como ja observado em
outras espécies de coniferas, como Tetraclinis articulata (Vahl) Masters (Morte et
al., 1992).

Tuskan et al. (1990), cultivaram explantes de cotilédones de Pinus
ponderosa var. scopulorum nos meios de cultura GD e LePoivre sob 6
combinacbes BA:ANA (0,044:5,4; 4,4:.0,054; 4,4:5,4; 4,4:54,0; 44,0.0,54 e
44,0:54 imol.L ") buscando avaliar o efeito da auxina e citocinina no
desenvolvimento dos explantes. Apdés 90 dias de cultivo (3 subcultivos), os
autores puderam observar que as combinacdes entre os fitorreguladores
influenciaram significativamente as massas dos calos formados em cada
subcultivo. Os calos com a menor massa celular foram originados no tratamento
com a menor concentragdo de auxina. Em contraste a esta informag&o, 0s
tratamentos com as menores concentracdes de BA foram associados aos calos

com as maiores massas celulares. Portanto, podemos concluir que a auxina,
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mais que a citocinina, € requerida para a iniciacéo e proliferacdo dos calos em
culturas de Pinus ponderosa.

Em culturas de calos estabelecidas através de varios tipos de
explantes de Cryptomeria japonica, houve um limitado potencial de diferenciacéo
e, ndo foram obtidas plantas completas utilizando-se os meios de cultura WS e
MS. Suplementando-se o meio com ANA (10° M) e BAP (10° M) ou (8.10° M)
obteve-se rizogénese, mas ndo foram observadas brotacfes (sikawa, 1984 e
Isikawa, 1987).

Harry et al. (1994) estabeleceram um protocolo para a organogénese
de Pinus banksiana, a partir de embrides cultivados em meio MCM e verificaram
gue os melhores resultados (6 plantulas/embrido) foram obtidos quando o meio
de cultura foi suplementado por 10umol.L™ de BAP.

A multiplicacéo ‘in vitro’ de brotacdes de Pseudotsuga menziesii e de
Pinus lambertiana foi estudada por Gupta et al. (1985) em diferentes
composi¢coes de meio de cultura: MS, WPM e DCR modificado. Os autores
verificaram que a producédo de brotacbes foi incrementada quando se utilizou
0,5mg.L™ de BAP para o Pinus e 0,2mg.L™ para a P. menziesii no meio DCR.,
considerando que a composi¢do do meio DCR € a que leva menos N entre nitrato

e amonio.



3 METODOLOGIA

3.1 Metodologia Geral

Os experimentos realizados envolveram estudos com diferentes
concentragdes de nitrato e amonio fornecidas ao meio de cultura MS como fontes
de nitrogénio. Com isso, variamos também a concentracdo de N total no meio e
as relacdes nitrato:amonio presentes.

As composi¢bes de meio de cultura que apresentaram os melhores
resultados em termos de taxa de crescimento relativo (TCR), teores de proteinas
soluveis totais, carboidratos ndo estruturais totais e aminoacidos sollveis totais
no experimento descrito acima foram selecionadas e utilizadas para a realizagéo
do experimento com reguladores vegetais (ANA e BAP).

Antes de chegar ao numero de explantes necessarios ao
desenvolvimento dos experimentos, fez-se necessério introduzir e multiplicar o

material sob condi¢des de cultivo ‘in vitro’.

3.1.1 Introducao e multiplicacdo do material vegetal ‘in vitro’

Apices caulinares de aproximadamente 1cm de comprimento,
originarios de matrizes de Cryptomeria japonica D. Don “elegans” cultivadas sob
condicdes de campo foram desinfetados através de lavagem com agua corrente
durante 5 minutos e imersos em solucdo 20% (V/V) de hipoclorito de sodio

comercial (NaOCI) durante 20 minutos, sob leve agitacdo. Em seguida, dentro da



camara de fluxo laminar, os explantes passaram por trés lavagens com agua
esterilizada e, em seguida, foram inoculados em tubos de ensaio contendo 15mL
de meio de cultura MS basico, isento de fitorreguladores. Os explantes iniciais ja
inoculados foram mantidos em camara de cultivo, com a finalidade de obtencéo
do numero ideal de explantes secundarios (brotacdes) para a instalacdo do
experimento. O material vegetal repicado a cada 30 dias durante a fase de
multiplicac&o dos explantes.

As brotacbes advindas dos calos formados na base dos apices
caulinares originaram os explantes secundarios, utilizados para a conducao dos

experimentos realizados.

3.2 Concentracfes de Nitrogénio utilizadas e instalagdo do experimento

Foram utilizadas as concentrages de nitrato (NO3) e aménio (NH,")
descritas na Tabela 1. Ao todo, foram empregadas 10 variagées nas relacdes
entre as fontes de nitrogénio e, consequentemente, no teor de N total,
constituindo-se os meios de cultura denominados como tratamento 1 a tratamento
10.

Tabela 1. Relagbes nitrato:amonio utilizadas nos diferentes tratamentos.

NO3 NH4+ N total NOj3 NH4Jr N total

trat mmol.L? Rel trat mmol.L? Rel

1 400 20,0 60,0 211 6 41,0 15,0 56,0 2,711
2 350 150 50,0 2,31 7 36,0 10,0 46,0 3,6:1
3 30,0 10,0 40,0 31 8 31,0 5,0 36,0 6,2:1
4 250 50 30,0 51 9 28,5 2,5 31,0 11,41
5 225 25 25,0 91 10 26,0 0,0 26,0 26:0




O tratamento 1 (T1) corresponde as concentracdes aproximadas de
amonio e nitrato presentes no meio de cultura MS, considerado o controle.

Todos os tratamentos foram também suplementados por 0,5mg.L™ de
BAP e 0,1mg.L™ de ANA, com pH ajustado em 5,8.

As concentracgdes de nitrato e amaonio fornecidas aos explantes (Tabela
1) foram calculadas utilizando-se a combinacao entre NH;NO; e KNO3; para todos
os tratamentos. Entretanto, para os tratamentos 6 a 10, além do nitrato de aménio
e do nitrato de potassio, os meios de cultura receberam também, 3mM de
Ca(NOs3),.4H,O em substituicdo a igual concentracdo de Ca(Cl),.2H,O (presente
no meio de cultura MS basico), para a complementacdo das concentracdes de
nitrato e amonio desejadas nos diferentes tratamentos propostos. Como a
concentracdo oferecida dos dois sais foi semelhante, ndo houve problemas
qguanto ao fornecimento de célcio aos explantes.

Dentre as fontes de amonio e nitrato normalmente utilizadas em meios
de cultura, foram utilizados os sais NH,NO; e KNO; visando evitar possiveis
efeitos de toxidez por CI, quando a fonte de aménio € o NH,Cl ou ainda para
evitar possiveis precipitacdes de outros ions no meio de cultura pela presenca do
sulfato (SO4>), quando a fonte é o (NH,),SO..

O material vegetal foi mantido em camara de cultivo, com fotoperiodo
de 16 horas, temperatura de 25+2°C e PAR (Radiancia Fotossinteticamente
Ativa) de 50mmol.m?.s™.

Os ensaios foram realizados em blocos inteiramente casualizados, com
8 repeticdes por tratamento e 5 explantes por frasco contendo 40mL de meio de
cultura MS modificado conforme os tratamentos descritos. As retiradas de
amostras para as analises realizadas foram feitas aleatoriamente na instalagéo
do experimento, a cada subcultivo e ao final de 90 dias, para 0s ensaios

bioquimicos.



3.3 Avaliagcbes dos dados

3.3.1 Determinacdo da massa vegetal seca

Primeiramente, foram avaliadas as massas dos materiais vegetais
frescos na data de montagem do experimento (dados iniciais), aos 30, aos 60 e
aos 90 dias de cultivo. Posteriormente, o material foi submetido ao processo de
secagem em estufa a uma temperatura de 60+5°C por um periodo superior a 48

horas, até massa seca constante.

3.3.2 Analise dataxade crescimento relativo (TCR)

Os dados obtidos com a pesagem do material vegetal seco foram
utilizados para a elaboracdo da Taxa de Crescimento Relativo (TCR), segundo a

equacgao descrita por Hunt (1982):

TCR = In PMS(Xn) — In PMS(X0)

T(Xn) — T(Xo0)

onde: Ln: logaritmo Neperiano; PMS(Xn): Massa do material vegetal seca,
sendo a média tomada ao final de cada periodo amostral; PMS(Xo): Massa do

material vegetal seco, sendo a média tomada ao inicio de cada periodo amostral;



T(XN): Tempo final do periodo amostral; T(X0): Tempo inicial do periodo

amostral.

3.3.3 Quantificacdo de Proteinas Soluveis totais (Bradford, 1976)

3.3.3.1. Extracao de Proteinas Soluveis Totais

Amostras de explantes de Cryptomeria japonica D. Don. “elegans”
totalizando aproximadamente 500mg (massa vegetal fresca) foram maceradas
em gral de porcelana contendo 4,0mL da solucdo de extracdo (Apéndice 1).
Apos este procedimento, o0 material vegetal permaneceu por 1 hora em reacao a
temperatura ambiente e, em seguida, as amostras foram aquecidas até o ponto
de fervura em banho-Maria (100°C), permanecendo em reagdo por mais 3
minutos.

Apos o resfriamento das amostras em temperatura ambiente, estas
foram centrifugadas a 12.000 rpm durante 300 segundos, obtendo-se desta forma
0 extrato bruto. O sobrenadante foi utilizado para a quantificacdo do teor de

proteinas soluveis totais e o “pellet” residual formado foi descartado.

3.3.3.2 Quantificacdo de proteinas totais

Primeiramente, foi obtida uma curva analitica de calibragéo a partir dos
seguintes padrbes: 0; 10; 20; 40; 60; 80; 100; 120; 140; 160; 180; 200 mg de
albumina.L™. A um volume de 500nL de solucéo NaCl 0,5M adicionou-se 4,5mL
de solucdo de Comassie (Apéndice 1).

A curva analitica de calibracdo foi estabelecida a um comprimento de

onda de 595nm em espectrofotdbmetro e com ela obteve-se a equacao da reta



através da qual foi possivel a determinacdo do teor de proteinas totais em cada
tratamento (em mg de proteinas.g™ de material vegetal fresco).

Para a quantificacdo dos teores de proteinas totais nas amostras,
adicionou-se 50nL de amostra a 4,5mL de solucdo de Comassie e procedeu-se a

leitura a 595nm.

3.3.4 Eletroforese de Proteinas SolUveis Totais em Gel de Poliacrilamida

(Alfenas et al., 1991)

Apds a confeccéo e polimerizacdo do gel de poliacrialmida (Apéndice
2), este foi levado a cuba de corrida de eletroforese, a qual foi preenchida com o
tampao de corrida (Apéndice 2).

As amostras foram adicionadas nos poc¢os formados no gel espacador
e a corrida foi realizada em geladeira, utilizando fonte para eletroforese
(Pharmacia EPS 300), com corrente elétrica de 75mA, por um periodo de
aproximadamente 3 horas.

Finalizada a corrida do gel, este foi retirado da cuba e imediatamente
imerso em Solucdo Fixadora (Apéndice 2), por um periodo de, no minimo, 12
horas, para o inicio do processo de revelacdo do gel. A seguir, foi aplicada uma
série de solugdes sobre o gel, que constituem o Método de coloracdo com Prata
(Apéndice 2).

Apos este procedimento, o gel foi fotografado, filmado e analisado

através do software Kodak Digital Science 1D (Kodak).

3.3.5 Determinacédo de Carboidratos néo-estruturais totais pelo Método de

Antrona (Yenm & Willis, 1954)

3.3.5.1 Extracao dos Carboidratos nédo-estruturais totais



Amostras de material vegetal fresco de aproximadamente 500 mg de
explantes de Cryptomeria japonica D. Don “elegans” foram maceradas em gral
de porcelana contendo 10mL de etanol 80% (V/V) e filtradas em papel de filtro
Whatman 1. O volume filtrado foi mantido em estufa a vacuo a 45°C, até a
evaporacao total do alcool (aproximadamente 24 horas).

Apos a evaporacgdo, o material que permaneceu aderido ao fundo do

frasco foi novamente suspenso em 30mL de agua destilada deionizada.

3.3.5.2 Determinag¢&o com reagente de antrona

Primeiramente, foi obtida uma curva analitica de calibracdo, com os
seguintes padrbes de glicose: 0; 25; 50; 75; 100; 125; 150; 175; 200 mg de
glicose.L™. De cada padréo, pipetou-se 1mL, o qual foi adicionado a 7mL do
reagente de antrona (Apéndice 3). A solucéo foi agitada e aquecida em banho-
Maria (100°C) por 10 minutos. Apoés o resfriamento em gelo, procedeu-se a leitura
a 625nm em espectrofotdbmetro obtendo-se a curva analitica de calibracdo e a
equacao da reta que melhor se adaptou aos pontos obtidos. Procedeu-se entédo a
leitura das amostras e, com a equacdo obtida mediante a curva analitica de
calibracdo, foi possivel a estimativa da concentracdo de carboidratos nao-
estruturais totais (em mg de glicose.g” de material vegetal fresco) para cada

tratamento proposto.

3.3.6 Determinacdo de aminoé&cidos sollveis totais (Passos, 1996)

3.3.6.1 Extracdo de Aminoacidos Soluveis Totais

Amostras de aproximadamente 300 mg (massa do material vegetal

fresco) de explantes de Cryptomeria japonica D. Don. “elegans” foram



maceradas em gral de porcelana contendo 10mL de solugdo MCA (12 partes de
metanol:5 partes de cloroférmio:3 partes de agua destilada deionizada). O extrato
obtido foi submetido a centrifugacéo (Centrifuga Excelsa Baby - Fanem) por 15
minutos a 3000 rpm.

De cada amostra, foi retirada uma aliquota de 3mL que posteriormente
foi acrescida de 3mL de agua destilada deionizada e 3mL de cloroférmio. Foi
coletado 1mL da camada superficial da mistura bifasica formada para a

continuidade do processo. O restante da solugéo foi descartado.

3.3.6.2 Determinacado quantitativa

Preparo da Curva Analitica de Calibracao:

A curva analitica de calibracdo foi confeccionada com os seguintes
padrées de leucina: 0; 25; 50; 75; 100; 125; 150; 175; 200 mg de leucina.L™. De
cada padrdo, pipetou-se 1mL ao qual foram adicionados 2mL do reagente de
ninidrina. A solucéo foi agitada e aquecida em banho-Maria (100°C) durante 15
minutos e, posteriormente, acrescida de 6mL de etanol 50%. Apas resfriamento
em gelo, procedeu-se a leitura em espectrofotbmetro a um comprimento de onda

de 570nm.

Preparo e Leitura das amostras:

A uma aliquota de 1mL de amostra foram adicionados 2mL do
reagente de ninidrina (Apéndice 4). Os tubos de ensaio, contendo a solucéo
formada, foram vedados e agitados manualmente, para a obtencdo de uma
mistura homogénea. A seguir, foram aquecidos em banho-maria (100°C) durante
15 minutos. ApGs o aquecimento, foram adicionados, em cada tudo de ensaio,
5mL de etanol 50%. Os tubos foram resfriados em temperatura ambiente e

agitados manualmente.



A leitura das amostras foi realizada em seguida e, com a equacéo da
reta obtida mediante a curva analitica de calibracédo, foi possivel estimar a
concentracdo de aminoéacidos solveis totais (em ng™ de material vegetal fresco)

para cada tratamento proposto.

3.4 Experimento com Reguladores Vegetais

Os tratamentos resultantes do experimento com diferentes
concentragbes de nitrato e amobnio que apresentaram resultados mais
satisfatorios quanto as variaveis analisadas foram selecionados e utilizados para
a condugéao do experimento com reguladores vegetais: T1 (controle); T4; T5; T9 e
T10.

Estes tratamentos continuaram a receber a suplementacao ja descrita
em sacarose e agar (30g.L™" e 5,5g.L™, respectivamente), porém também foram

suplementados pelas relacoes ANA:BAP descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Relagbes ANA:BAP utilizadas nos diferentes tratamentos.

ANA (mg.L™)

BAP (mg.L™) 0,00 0,25 0,50 1,00
0,50 t1 2 t3 t4
1,00 t5 t6 t7 t8
2,00 t9 t10 t11 t12

tx: tratamentos empregados no experimento com reguladores vegetais. A letra t
foi utilizada para a diferenciacado dos tratamentos com diferentes concentragdes

de nitrato e amonio (Tx).

Assim, o estudo com reguladores vegetais foi constituido por 12

tratamentos, com 8 repeticdes por tratamento e com 4 explantes por frasco, para



cada meio de cultura utilizado. O experimento foi conduzido em blocos
inteiramente casualizados.

As avaliagbes do material vegetal foram realizadas a cada 30 dias,
durante 3 subcultivos. Os seguintes dados foram obtidos: massa das matérias
fresca e seca das amostras; numero e altura média das brotacdes formadas;

sendo que a formacao de calos e raizes também foi observada.

3.5 Analise do Gel de Eletroforese

A andlise do gel de poliacrilamida foi realizada através do software
Kodak Digital Science 1D (Kodak), para a constatagéo da formagao de bandas

protéicas segundo o padrao de proteinas utilizado.

3.6 Analise Estatistica

Todos os tratamentos, em todos 0s experimentos e analises realizadas,
foram submetidos inicialmente ao teste de analise de variancia (Anova), visando a
verificacao de diferenca significativa para p<0,05.

Uma vez constatada essa diferenca, foi aplicado o Teste de Tukey,

para a comparacao de médias.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlise da Taxa de Crescimento Relativo (TCR) e Incremento em

Massa vegetal Seca

A Figura 1 mostra os graficos das taxas de crescimento relativas

obtidas aos 30, 60 e 90 dias de cultivo ‘in vitro’, segundo o tratamento aplicado.
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Figura 1 - Taxa de Crescimento Relativo (TCR) dos explantes de Cryptomeria
japonica D. Don *“elegans” cultivados ‘in vitro’ sob diferentes
concentragdes de NOz” e NH;" (Tabela 1). Analise de comparacéo de
médias realizada segundo a legenda. As barras que contém as
mesmas letras ndo apresentaram diferencas significativas segundo o

Teste de Tukey (p<0,05).
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As maiores taxas de crescimento relativo (TCR) ocorreram no
primeiro subcultivo (30 dias) para todos os tratamentos analisados, sendo que
0s tratamentos que apresentaram 0s maiores valores de TCR (em % ao dia)
foram: T1-controle (1,90%), T2 (1,75%), T4 (1,85%), T5 (1,91%), T8 (1,80%) e
T10 (1,75%). Esses tratamentos foram os que apresentaram valores superiores
de TCR também para os 60 e 90 dias, porém, com meédias inferiores as médias
obtidas 30 dias. Aos 90 dias, as médias encontradas foram: T1 (1,06%), T4
(1,18%), T5 (1,24%), T8 (1,12%) e T10 (1,13%), sendo que os demais
tratamentos obtiveram médias de TCR menores que 1% ao dia.

Marschner (1986), indica que as maiores taxas de crescimento
relativo nos periodos iniciais de crescimento devem-se a maior velocidade de
absorcdo dos nutrientes pela planta nesse periodo, quando o meio de cultura
estd mais favoravel ao transporte e troca de ions. O maior nimero de sitios de
ligagdo livres na parede e estrutura celular também é uma causa apontada para
explicar as maiores taxas de crescimento iniciais.

Os resultados encontrados concordam com Slocum et al. (1983) que
afirmam que a planta tem um maior crescimento em periodos iniciais de cultivo,
até atingir o ponto de maximo incremento em massa. Passado esse ponto, 0S
niveis de incremento tornam-se decrescentes, diminuindo, assim, a taxa de
crescimento relativo.

Considerando as afirmacgdes de Lee et al. (1984) e Hepler et al.
(1985), que partem do principio que a taxa de crescimento relativo (TCR) é
influenciada diretamente pelas condicbes em que a planta cresce, pelas
condicBes ambientais, pelas caracteristicas genéticas e pelas condi¢cdes
internas das células, podemos indicar que os explantes cultivados nos meios de
cultura com teores reduzidos de nitrato e amoénio denominados T4, T5, T8 e
T10 nado tiveram seu desenvolvimento prejudicado pelas menores
concentracfes das fontes de N fornecidas, exibindo valores de TCR proximos
ao controle (T1) aos 30 dias e, superiores ao controle aos 90 dias. Esse fato
pode ser ilustrado pelas Figuras 2, 3 e 4.



31

As afirmagbes acima também estdo de acordo com as
conclusbes de Ingestad et al. (1995), as quais indicam que as melhores
taxas de crescimento relativo sdo encontradas em plantas que possuem
as melhores condi¢des genotipicas e fenotipicas para o seu crescimento.

Em cultivos ‘in vitro’, as condicdes do ambiente s&o
determinadas e controladas, portanto, o meio de cultura € um dos fatores
gue mais influenciam o desenvolvimento do material cultivado,
determinando também o seu estado nutricional. A presenca, a
concentracdo e as inter-relagbes entre o0s nutrientes determinam a
expressdo do maximo crescimento vegetativo. Esses fatores variam

conforme a espécie cultivada e o meio em que se encontram.

Figura 2 - Explantes de Cryptomeria japonica D. Don “elegans” mantidos em meio de
cultura MS (T1 = controle) apés 90 dias de cultivo ‘in vitro’. Nota-se a
formacdo de pequenos calos, porém a formacdo de gemas foi baixa e
menor do que a observada em outros tratamentos analisados. Nota-se
também a formacdo de raiz, porém este evento foi de ocorréncia

esporadica.

Pelo comportamento dos explantes mantidos sob T1, observou-se
gue o teor de nitrogénio mais alto, contido na composi¢cdo do meio de cultura
MS (T1), ndo favoreceu o incremento de massa seca, nem a formacao de

brotagbes, havendo somente a ocorréncia de calos. A seguir, podemos
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visualizar o comportamento dos explantes mantidos sob os tratamentos T4; T5;
T8 e T10 nas Figuras 3 e 4.

Figura 3 - Explantes de Cryptomeria japonica D. Don. “elegans” aos 90 dias de
cultivo ‘in vitro’, sob os tratamentos: (a) T4: 25mmol.L™! de NO3™ +
5mmol.L™" de NH;* (30mmol.L™* de N) e (b) T5: 22,5mmol.L™" de
NOs e 2,5mmol.L™? de NH;* (25mmol.L™? de N). Tanto em T4 como
em T5, nota-se a formacdo de calos e brotacbes em maior

quantidade que em T1.

Figura 4 - Explantes de Cryptomeria japonica D. Don. “elegans” aos 90 dias de
cultivo ‘in vitro’, sob os tratamentos: (a) T8 (31mmol.L™* de NO3 +
5mmol.L* de NH4*), onde observou-se a formacdo de calos,
brotacbes e pequenas raizes e (b) T10 (26mmol.L™? de nitrato),

onde nota-se a intensa formacao de calos, brotacdes e raizes.
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As Figuras 3 e 4 ilustram o comportamento superior observado nos
explantes mantidos sob os tratamentos T4, T5, T8 e T10 em relagédo ao controle
(T1), em producao de calos e brotages. Na Figura 5 observam-se os niveis de
incremento em massa vegetal seca por subcultivo analisado para os diferentes
tratamentos.

120
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Figura 5 - Incremento médio em massa vegetal seca (mg) por subcultivo
analisado (1, 2 e 3 correspondendo a 30, 60 e 90 dias
respectivamente) em explantes de Cryptomeria japonica D. Don.
“elegans” cultivados ‘in vitro’ sob diferentes concentracbes de
nitrato e amoénio. O T1 refere-se ao meio de cultura MS,

considerado o controle.

Os tratamentos T5, T8 e T10 apresentaram aumento na producédo de
massa vegetal seca durante os 3 subcultivos analisados e, conforme a Figura 5
ilustra, a produc¢do indica uma tendéncia crescente mesmo ao final de 90 dias.
Ja o tratamento T4 apresentou incremento crescente em massa vegetal seca
aos 30 e 60 dias, tendendo a um equilibrio dos 60 aos 90 dias. O incremento

em massa seca esteve relacionado a maior formacdo de calos, brotacbes e
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também ao proprio crescimento dos explantes iniciais, mantidos sob os
tratamentos citados.

Os demais tratamentos apresentaram queda na producdo de massa
seca a partir dos 30 dias de cultivo, com excecdo do T2 e T6, 0s quais
apresentaram uma certa constancia na producdo de massa vegetal seca,
porém em baixo nivel. Esses tratamentos sdo 0s que apresentam as maiores
quantidades de aménio (10 a 20mmol.L™") e também alta concentracdo de
nitrato (30 a 41mmol.L™).

Conforme Ingestad et al. (1995), o equilibrio encontrado em alguns
tratamentos indica que possivelmente esta havendo um equilibrio entre a taxa
de absorcéo de nutrientes e a conversdo em massa vegetal seca. E, a reducéo
no incremento de material vegetal seco pode estar associada a um
esgotamento do meio de cultura e das condi¢des favoraveis de crescimento da
espécie, jA que as condicdbes ambientais e a necessidade especifica de
nutrientes para cada espécie podem estar influenciando o seu crescimento.

Por outro lado, os tratamentos que apresentaram maiores valores de
TCR (Figura 1) também exibiram comportamento diferenciado em relacdo ao
incremento em massa seca, conforme ja especificado acima. Isso pode estar
relacionado as afirmacdes delngestad et al. (1995) e Van den Driesshe (1991),
autores que indicam que o meio de cultivo deve estar adequado as
necessidades nutricionais da cultura. Sendo a espécie cultivada uma conifera,
gue, segundo consta em diversos trabalhos selecionados na revisédo
bibliografica, pode apresentar niveis superiores de crescimento quando
cultivada sob regimes de menor fornecimento de alguns nutrientes, em especial
N e, pode responder diferentemente as fontes de N oferecidas no meio de
cultura, o incremento crescente em massa seca pode indicar a manutencao das
condi¢cdes adequadas de crescimento e desenvolvimento ‘in vitro’ da espécie.

Pode-se indicar, portanto, que as concentracdes de nitrato e amoénio

presentes nos tratamentos T4, T5, T8 e T10, n&do foram fatores limitantes ao
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crescimento e desenvolvimento dos explantes cultivados ‘in vitro’, quando
comparados ao controle.

Os resultados encontrados pela analise da TCR e incremento em
massa vegetal seca podem ser relacionados as conclusées de Adams et al.
(1982), que mensuraram maiores niveis de crescimento em Eucalyptus regnans
e Pinus radiata suplementados por nitrato somente (42ppm), ou por tratamentos
onde a concentragdo de nitrato superou a de amonio (28ppm e 14ppm
respectivamente). Entretanto, apesar do maior crescimento exibido, a taxa de
acumulo de nitrato nos tecidos foi menor que a de amdnio. Os autores
relacionam o maior crescimento alcancado a atividade da nitrato-redutase, que
preveniu o efeito téxico do acumulo de nitrato.

Amancio et al. (1993) verificaram melhores indices de crescimento
em calos de milho cultivados com o fornecimento de nitrato juntamente com
aménio. O suprimento de apenas amdnio (7mmol.L™) ocasionou um decréscimo
de 55% na taxa de crescimento dos calos, o qual foi atribuido a inibicdo na
atividade de algumas enzimas chaves, como a PEP-carboxilase, assim como
mudancas no pH citoplasmatico das células. Em meios de cultura
suplementados apenas por nitrato, verificou-se um crescimento de 80% em
comparacdo ao controle (100%). Esses resultados foram considerados
semelhantes aos encontrados em estudos com soja (Glycine max) e rosa (Rosa
sp.).

Outro fator que poderia contribuir aos resultados encontrados, esta no
estudo realizado por Vollbrecht et al. (1989) que indicam que o amdnio pode ser
toxico ao crescimento e metabolismo de varias espécies e que algumas
espécies, como a Sinapsis alba (mostarda), conseguem contornar os efeitos
toxicos do aménio pelo desenvolvimento de um mecanismo flexivel de controle
do seu metabolismo. Outras espécies, sobretudo as coniferas, como o Pinus
sylvestris, possuem baixa adaptabilidade metabdlica aos niveis excessivos de
amonio presentes no meio de cultivo, por apresentarem, de um modo geral, um

metabolismo mais rigido.
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4.2 Conteudo de Proteinas Sollveis Totais

A Figura 6 mostra a curva analitica de calibragdo de albumina, obtida
para a quantificacdo do teor de proteinas solUveis totais no material vegetal
submetido & analise, a qual apresentou-se adequada (R=0,95) para a leitura das

amostras dos diferentes tratamentos aplicados.
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Figura 6 - Curva Analitica de calibracdo para albumina.

Na Figura 7, é possivel verificar que ndo houve grande oscilagdo no
teor de proteinas sollUveis totais entre os tratamentos aplicados. Porém, a
diferenca entre o0s niveis de proteinas encontrados nas amostras apresentou
diferenca significativa conforme a analise estatistica empregada.

Numa analise visual, o tratamento que mais acumulou proteinas foi o
T3, que contém aproximadamente 35% menos nitrogénio que o controle (T1 =
MS), porém, estatisticamente, ndo houve diferenca significativa segundo o teste

de Tukey (p<0,05), quando comparamos o T3 ao controle (T1) e aos tratamentos
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T2 e T11l. Pode-se indicar, assim, que niveis menores de N em relacdo ao

controle ndo causaram grandes oscilacfes na sintese de proteinas sollveis totais

necessarias ao metabolismo dos explantes cultivados ‘in vitro’.
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Figura 7 - Conteudos de proteinas soluveis totais encontrados ao final de 90 dias

de cultivo ‘in vitro’ de explantes de Cryptomeria japonica D. Don.

“elegans” mantidos sob as diferentes concentracées de NOs e NH,"

propostas (Tabela 1). As barras que apresentam as mesmas letras

referem-se aos tratamentos que nao diferiram significativamente entre

si, conforme o Teste de Tukey, para p<0,05.

Os niveis de proteinas sollveis totais observados na Figura 7 estédo de

acordo com os resultados obtidos por Khamis et al. (1990). Os autores apontam

gue, o teor de proteinas sollveis totais foi diretamente proporcional ao suprimento

de nitrato fornecido as plantas e, portanto, sob menores concentracées de NG, a

sintese de proteinas foi menor. Em plantas de milho, os autores verificaram

diminuic&o drastica na taxa de crescimento sob niveis baixos de nitrato e também

o aparecimento de sintomas de deficiéncia de N, o que nao foi observado nos
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explantes de C. japonica cultivados ‘in vitro’. A relacdo entre nitrato e proteinas
descrita pode ser comparada aos resultados encontrados em T4, T5 e T8, porém,
a sintese de proteinas sollveis totais ndo acompanhou esta tendéncia para T10.

Porém, os mesmos autores indicam que, a partir de uma determinada
concentracdo de nitrato fornecida ao material vegetal, as diferencas encontradas
nos resultados das andlises bioquimicas (proteinas e carboidratos, no caso) séo
insignificantes. Essa concentracdo varia conforme a espécie e o tipo de cultivo
empregado.

Conforme Larcher (2000), uma caracteristica marcante de um disturbio
no metabolismo das proteinas € a mudanca nas propor¢cées dos aminoacidos.

A seguir podemos observar que os niveis de aminoacidos solluveis
totais (Figura 10) entre os tratamentos T1 (controle) e T3, ndo sofreu alteracao,
sendo estatisticamente iguais, portanto pode-se indicar que ndo houve alteracao
no metabolismo de proteinas para esses tratamentos.

Fica indicado que o tratamento que teve o0 menor acumulo de proteinas
sollveis totais foi o T5, o qual recebeu o menor suprimento em N (25mmol.L™" de
N total). Isso vem concordar com diversos autores ja citados que observam que o
N tem como uma das principais funcdes a formacdo de compostos primarios
basicos, como as proteinas. Segundo a idéia de Larcher (2000), neste tratamento
pode ter havido uma mudanca no metabolismo protéico, pois houve alto acumulo

de aminoacidos.

4.3 Eletroforese de Proteinas Soluveis Totais em Gel de Poliacrilamida

Os métodos de eletroforese sao largamente utilizados na pesquisa com
proteinas, quando se pretende determinar, por exemplo, a pureza das amostras
utilizadas ou a massa molecular das proteinas presentes nas amostras. A técnica

de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) baseia-se na migracao de
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corrente elétrica através do polimero formado pela acrilamida no gel, o que resulta
na separacao das proteinas presentes na amostra em bandas protéicas, de
acordo com o seu peso molecular Copeland, 1994). A Figura 8 mostra a
expressao de bandas de proteinas solUveis totais obtidas através da técnica de

eletroforese em gel de poliacrilamida.

Kba P T1 T2 T3 T4 T5 76 T7 T8 T9 TI10

97.4

66.2
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31.0
225

Figura 8 - Bandas protéicas observadas em explantes de Cryptomeria japonica D.
Don. “elegans” ap6s 90 dias de cultivo ‘in vitro’ sob os tratamentos com
diferentes concentragdes de NO3™ e NH,", indicados por Tx (Tabela 1). O
padréo de proteinas utilizado esta representado pela letra P e os valores
numéricos contidos na figura representam os pesos moleculares das
proteinas constituintes do padrdo, em KDa. As setas indicam: (a)
expressdo de bandas protéicas que ndo foi observada no controle e (b)
diferenca na intensidade de expressao das bandas quando comparadas ao

controle.
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Pela andlise dos resultados obtidos através do gel, observou-se
algumas diferencas de expressdo de bandas protéicas e de intensidade de
expressao em comparacao ao controle. Foi observado que o peso molecular das
proteinas expressas em bandas variou entre 54 e 22kDa, consideradas proteinas
de baixo peso molecular.

O T10 foi o tratamento que mais exibiu bandas protéicas e um dos
tratamentos com maior sintese de proteinas sollveis totais, sendo possivel, neste
caso uma relagdo entre a quantificacdo de proteinas e a expressao de bandas.
Outros tratamentos, como o T4, T5, T6 e T8 também exibiram sintese de bandas
diferenciadas do controle, sobretudo bandas com pesos moleculares entre 31 e
22kDa.

O maior acumulo de proteinas em T10 pode estar associado a auséncia de
amoénio no meio de cultura e também ao fornecimento de nitrato em menor
concentracdo (26mmol.L™), pois, conforme Adams et al. (1982), Vollbrecht et al.
(1989) e Khamis et al. (1990), sob menores fornecimentos de nitrato, a sua
utilizacdo pelas plantas em compostos basicos é maior que seu acumulo no

vacuolo, sobretudo na auséncia de amonio.

4.4 Conteldo de Aminoacidos Soluveis Totais

Na Figura 9, tem-se a curva analitica de calibragdo de leucina, utilizada
como padrdo para a quantificacdo de aminoacidos sollveis totais, a qual foi
considerada adequada (R°=0,99) para a leitura das amostras retiradas dos

diferentes tratamentos aplicados.
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Figura 9 - Curva Analitica de calibragédo para Leucina.

Os conteudos de aminoacidos solluveis totais encontrados nas
amostras de Cryptomeria japonica D. Don ‘elegans” submetidas as diferentes

concentracbes de nitrato e amonio (Tabela 1), podem ser visualizados na
Figura 10.
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Figura 10 - Teores de aminoacidos soluveis totais quantificados nos explantes
de Cryptomeria japonica D. Don. ao final de 90 dias de cultivo ‘in
vitro’, sob as diferentes concentragées de NOs” e NH;" propostas
(Tabela 1). As barras que exibem as mesmas letras referem-se aos
tratamentos que nao diferiram significativamente entre si, segundo
o Teste de Tukey, para p<0,05.

O maior acumulo de aminoacidos ocorreu no tratamento T8
(28,5mmol.L! de nitrato + 2,5mmol.L™ de amdnio = 31mmol.L de N total), que
exibe um teor de N total aproximadamente 50% menor que o controle (T1=MS).
Os tratamentos T4 (25mmol.L™ de nitrato + 5mmol.L" de aménio = 30mmol.L™
N total) e T5 (22,5mmol.L™* de nitrato + 2,5mmol.L™* de aménio = 25mmol.L™* de
N total) exibiram o segundo maior teor, o que indica que as concentracdes de N
total entre 25 e 31mmol.L™? foram mais benéficas ao acimulo de aminoéacidos
sollveis totais. Estes tratamentos também estdo entre os tratamentos que mais
exibiram incremento em massa vegetal seca, assim como maiores TCR e

sintese de proteinas sollUveis totais, possibilitando, assim, indicar-se uma
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relacédo positiva entre essas variaveis e os teores de nitrato e amonio fornecidos
aos explantes.

Hetch et al. (1990) verificaram que o teor de aminoacidos encontrado
em cotilédones de plantas de mostarda foi maior quando o suprimento em N foi
composto de nitrato de aménio. Em tratamentos onde a fonte de N foi
exclusivamente nitrato ou aménio, os niveis foram menores. Os resultados
foram considerados como uma indicagéo de que, na presenca de determinadas
concentragcdes de NH;NOs, a assimilacdo de ambnio nos aminoacidos é
estimulada. As quantificagcbes de N total e de niveis de absor¢cdo de N
indicaram que a incorporacdo de N inorganico em compostos organicos foi
fortemente influenciada pelas 2 formas de N fornecidas simultaneamente. Ja o
acumulo de amoénio € suprimido pela presenca do nitrato, pois este induz a
sintese de enzimas que atuam na incorporacdo do aménio em aminoacidos,
fato que pode ter ocorrido em T4, T5 e T8. Esses tratamentos podem ter
exibido concentragfes de nitrato e amonio mais adequadas ao desenvolvimento
da espécie, ja que o nivel de N exigido para um crescimento adequado varia
conforme a espécie.

Caso os explantes tivessem exibido baixa TCR, tendo, assim seu
crescimento e desenvolvimento influenciados negativamente pelo baixo
fornecimento de N, poderia-se considerar a hipétese de sintese de aminoacidos
relacionada a um possivel estresse por caréncia nutricional (Larcher, 2000;
Khamis et al. 1990). Porém, pelos dados de TCR, incremento em massa
vegetal seca e auséncia de sintomas de deficiéncia nutricional, essa hipotese
nao foi considerada.

O controle (T1=MS) foi 0 que exibiu menor acimulo de aminoacidos
entre os tratamentos analisados, juntamente com 0s outros tratamentos que

continham as maiores concentracdes de nitrogénio total, nitrato e amonio.
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A Figura 11 mostra a curva analitica de calibracdo para a
guantificacdo do teor de carboidratos ndo-estruturais totais no padrao utilizado,
sendo esta, considerada adequada (R?= 0,99) para a leitura das amostras de

material vegetal cultivadas sob os diferentes tratamentos analisados.
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Figura 11 - Curva Analitica de calibracao para Glicose.

A Figura 12 mostra o grafico obtido pela analise quantitativa dos
carboidratos nao estruturais totais dos tratamentos utilizados.



45

12 ~

10 1 T b b b

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 10

Carboidratos ndo estruturais sollveis totais (mg/g MF)
(2]
1

Tratamentos

Figura 12 - Conteudos de -carboidratos nao-estruturais solGveis totais
gquantificados em explantes de Cryptomeria japonica D. Don.
“elegans” apés 90 dias de cultivo ‘in vitro’ sob diferentes
concentracGes de NOz” e NH4" (Tabela 1). As barras com as
mesmas letras referem-se aos tratamentos que ndo apontam

diferencas significativas quanto ao Teste de Tukey, para p<0,05.

Sob baixas concentracbes de nitrato e auséncia de amonio,
geralmente ocorre acumulo de amido nos tecidos vegetais, fazendo aumentar a
taxa de carboidratos mensurada (Khamis et al., 1990).

Ja Amancio et al. (1993) indicam que quando aménio é fornecido no
meio de cultivo, ha diminuicdo nos niveis de carboidratos sintetizados. Porém,
espécies diferentes exibem tendéncias diferentes quanto a esses fatos.

Os metabolismos do nitrogénio e do carbono consomem a maior
parte das reservas energéticas nos organismos fotossintéticos Huppe et al,
1994). Sob suprimentos limitantes de N, os carboidratos tendem a acumular-se

e o nivel de amino&cidos cai, ao passo que altos suprimentos de N podem
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induzir a degradacdo do amido pela deficiéncia no fluxo de CO, aos
carboidratos @Alhama et al., 1998). Resultados semelhantes aos dados da
literatura foram encontrados em T4 e T10 (Figura 12).

O teor de amido é apontado como um indicador sensitivo das
reservas de carboidratos das &rvores, sendo reconhecido como 0 componente
de maior armazenamento de carbono em muitas espécies de coniferas,
ressaltando que o0s outros acucares também estdo presentes em tecidos
vegetais analisados. O fluxo de carbono dentro da sacarose e do amido
aumenta ou diminui em resposta ao suprimento em N, sendo que a resposta
pode variar segundo a espécie cultivada (Thompson et al, 1987; Weber et al.,
1997).

A energia suprida pelos carboidratos é usada para a formacéo futura
de raizes e também de brotacbes. Quando culturas de Pinus radiata
diferenciadas para a formacdo de gemas foram comparadas com culturas nao
diferenciadas, ficou estabelecido que o acumulo de alguns precursores (glucose
e acetato) foram preferencialmente incorporados em tecidos diferenciados,
demonstrando que houve intensificacdo do metabolismo, associando o
metabolismo a diferenciacdo (Thompson et al.,1987).

Tappia et al. (1996) sugerem que a disponibilidade dos esqueletos de
carbono limita a taxa de assimilacdo de amonio. E geralmente aceito que as
vias de carbono e nitrogénio competem pelos esqueletos e carbono e pela
energia.

Analisando o grafico obtido (Figura 12), observa-se que o T4 e 0 T10
foram os que mais acumularam reservas e também dois dos tratamentos que
mais exibiram formacdo de calos e gemas, 0 que vem concordar com
Thompson et al (1987).

Pode-se também, analisando as afirmacdes de Tappia et al. (1996)
indicar que este suprimento em N, apesar de menor que 0O suprimento

encontrado no MS nao foi um fator limitante ao crescimento dos explantes em
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T4 e T10. Verificou-se ainda, que os tratamentosT4 e T8 apresentaram um
nivel de carboidratos menor que o controle, porém pelos indices de TCR,
massa seca acumulada e padrdes bioquimicos ndo houve limitacdo do
desenvolvimento dos explantes.

Portanto, podemos indicar que, os tratamentos T4, T5, T8 e T10
proporcionaram melhor desenvolvimento ‘in vitro’ aos explantes de Cryptomeria

japonica D. Don. “elegans” no periodo analisado.

4.6 Experimento com Reguladores Vegetais
46.1 Producao de Brotacdes

Os resultados de producdo de brotacbes obtidos durante o
experimento com reguladores vegetais, utilizando os meios de cultura contendo
diferentes concentracdes de nitrato e amdnio, denominados T1 (40mmol.L™? de
NOz + 20mmol.L™* de NH4"); T4 (25mmol.L™* de NOs + 5mmol.L™* de NH;"); T5
(22,5mmol.L™* de NOz + 2,5mmol.L™* de NH;"); T8 (31mmol.L? de NOs; +
5mmol.L™* de NH4") e T10 (26mmol.L™ de NOs), os quais foram suplementados
pelas concentracdes de ANA e BAP descritas na Tabela 2, mostraram que, com
excecao do material vegetal cultivado sob T8, os explantes suplementados com
maiores concentracbes de BAP durante o experimento com reguladores
vegetais exibiram maiores taxas de formacao de brotacdes, porém, a presenca
de ANA foi necesséria para os melhores resultados em termos de produgéo de
brotacdes.

J4 nos tratamentos suplementados por maiores concentracbes de
ANA, a formacdo de brotacfes foi menor. Porém tais brotacdes exibiram uma

altura média maior.
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Essas indicacfes encontram-se em concordancia com varios autores,
como Ferri (1979); Krikorian et al. (1988) e Salisbury et al. (1992), os quais
destacam os principais papéis das auxinas e citocininas no crescimento e
desenvolvimento vegetal, sendo a citocinina responsavel pelo estimulo ao
processo de divisdo celular, ocasionando assim, a multiplicagdo do material
cultivado pelo aparecimento de novas brotacfes. A auxina é mais relacionada
a formacdo de massas celulares sem diferenciacdo (calos), a formacédo de
raizes e ao alongamento das células.

A Figura 13 mostra a producdo média de brotacdes por explante e a
altura meédia destas brotagcdes (mm) durante os 3 subcultivos analisados (90

dias).
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Figura 13 - Numero médio de brotacBes formadas por explante e altura média (mm) das
brotagbes produzidas em 3 subcultivos (90 dias). Resultados obtidos a partir de
explantes de Cryptomeria japonica D. Don. “elegans” cultivados ‘in vitro’ sob T1,
T4, T5, T8 e T10, sob diferentes relacdes entre ANA e BAP (Tabela 2).
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De um modo geral, os explantes cultivados no meio de cultura MS (controle=T1)
exibiram menor formacdo de calos e brotagdes quando comparados aos explantes mantidos
sob os demais tratamentos, mostrando que, em concordancia com o0s resultados obtidos
durante o experimento com diferentes concentragfes de nitrato e aménio, os maiores teores de
N ndo foram os mais satisfatérios ao desenvolvimento ‘in vitro’ dos explantes de Cryptomeria
japonica D. Don. “elegans”.

Entretanto, os explantes mantidos sob concentragbes de 25mmol.L™" de nitrato +
5mmol.L”" de aménio e 22,5mmol.L’" de nitrato + 2,5mmol.L™* de aménio (Figura 13, T4 e T5)
exibiram maior producdo de brotagbes em relacdo ao controle (T1=MS) e aos demais
tratamentos, sobretudo nos tratamentos (tf) com predominio de BAP (t9 a t12), sendo a maior
producéo de brotacdes/explante (16 em T4 e 18 em T5) observada quando se utilizou 2mg.L'1
de BAP + 1mg.L'l de ANA (t12). Em termos gerais, a altura média das brota¢Bes formadas foi
superior em T4 e em T5 quando comparados ao controle, mesmo sob os tratamentos onde
houve predominio de citocinina (t9, t10, t11 e t12).

Esses resultados vém auxiliar na indicagdo de que & composicdes de meio de
cultura com concentracdes de nitrato e aménio menores que as encontradas no meio MS foram
mais satisfatérias ao desenvolvimento dos explantes de C. japonica cultivados ‘in vitro’, ja que
alguns tratamentos como o0 T4 e T5 ja exibiram resultados superiores quanto a TCR, incremento
em massa seca e nas analises bioquimicas, salientando que as maiores taxas de producao de

brotacdes foram apresentadas em T5, suplementado por 2,0mg.L'1 de BAP e 1,0mg.L'1 de NAA.



5 CONCLUSOES

Com base nos objetivos propostos, nas hipoteses estabelecidas e nos
resultados obtidos, foi possivel indicar que, as diferentes concentracdes de
nitrato e amoénio influenciaram o crescimento (TCR), o incremento em massa
vegetal seca dos explantes cultivados ‘in vitro’, assim como os conteudos de
proteinas, aminoacidos, carboidratos e a expressdo de bandas protéicas em
eletroforese em gel de poliacrilamida’.

Quando se omitiu 0 aménio do meio de cultura, foram obtidas respostas
consideraveis em termos de TCR, incremento em massa seca e nas analises
bioquimicas, porém, a producdo de brotacbes foi menor que a encontrada em
outros tratamentos. Isso indica que o amobnio, presente em baixas
concentracOes foi favoravel ao desenvolvimento ‘in vitro’ dos explantes de
brotagbes de Cryptomeria japonica D. Don. “elegans” durante o periodo
analisado.

Através do experimento com diferentes concentracdes de ANA e BAP,
aplicadas aos tratamentos selecionados durante o experimento com diferentes
concentracbes de amoébnio e nitrato, foi possivel observar o efeito dos
reguladores vegetais sobre a producdo de brotacdes, aliando seus efeitos as
concentracdes de N fornecidas aos explantes.

Portanto, podemos considerar que 0s explantes cultivados ‘in vitro’
exibiram melhor desenvolvimento quando cultivados sob 22,5mmol.L™? de
nitrato + 2,5mmol.L™* de aménio e 25,0mmol.L? de nitrato + 5,0mmol.L™" de
amoénio, suplementados por 2,0mg.L™* de BAP + 1,0mg.L™ de ANA.
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Estudos posteriores poderiam auxiliar na definicdo de apenas uma
concentragdo de nitrato e amonio, dado ao fato de que em T5 houve melhor
indice de producdo de brotacdes, porém em T4 os niveis dos parametros
bioquimicos foram mais satisfatérios. Ou seja, talvez o conteudo de
carboidratos (maior em T4) se tornasse um fator importante no processo de
alongamento e enraizamento das brotacdes formadas. Por esse fato, optou-se

por determinar tanto T4 como T5 como adequados.
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APENDICE 1

PROTEINAS SOLUVEIS TOTAIS (Bradford, 1976)

a. Solucao de Extracéo de Proteinas Soluveis Totais:

4,0 mL de Tampédo TRIS-HCI pH 6.8; 1,6 mL de mercaptaetanol; 6,4 mL de
solucao de SDS a 10% (P/V); 6,4 mL de solucéo de Glicerol a 50% (V/V); 3,2 mL
de DMSO; 1,0-3,0g de PVP; 10,4 mL de agua destilada deionizada.

b. Solucédo Estoque de Coomassie Brilliant Blue G 250:

100mg de Commassie Brilliant Blue em 50mL de etanol.

Agitar a solugéo vigorosamente e adicionar lentamente 100mL de &cido fosférico
(H3sPO4). Completar o volume para 1 L com agua destilada deionizada e filtrar em

papel Whatman n° 1.

c. Solucao estoque de albumina bovina (BSA):
0,5 mg de BSA/mL de NaCl 0,5 M.



APENDICE 2

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (Alfenas et al., 1991)

a. Preparo do Gel

a.l Gel de Corrida a 10%
7mL de solucéo de acrilamida a 10%; 10mL de Tampé&o Tris pH 8,8; 2,5mL de
agua destilada deionizada; 15iL de TEMED; 330iL de solucdo de persulfato de

amonio a 10%

a.2 Gel Espacador ou de Separacao a 3%

1mL de solucao de acrilamida a 10%; 3,3mL de Tampao Tris pH 6,8; 2mL de agua
destilada deionizada; 15iL de TEMED; 200iL de solucédo de persulfato de aménio
a 10%.

b. Tampé&o de Corrida do Gel (concentrado)

57,69 de Glicina; 12,69 de Trisma-Base

Completar o volume para 1 L com agua destilada deionizada. Conservar em
geladeira. Para a utilizagcdo do tampé&o na cuba de corrida de eletroforese diluir 4
vezes o0 tampao de corrida em agua destilada deionizada e acrescentar 10% do
volume total da solucédo de SDS a 10% (P/V).



63

c. Procedimento para coloracdo do Gel com Prata
c.1 Solugéo Fixadora
400mL de etanol; 100mL de acido acético glacial; 500mL de agua destilada

deionizada. Aplicar a solu¢do sobre o gel por, no minimo, 12 horas.

c.2 Solugao Incubadora

17g de acetato de sédio 3.H,O; 75mL de etanol; 1g de tiossulfato de sédio; 1,3mL
de solucéo de glutaraldeido a 25%. Completar o volume para 250mL com agua
destilada deionizada.

Tempo de aplicacdo sobre o gel: 15 minutos.

c.3 Lavar o gel em agua destilada deionizada por 3 vezes, sendo cada lavagem

realizada por um periodo de 10 minutos.

c.4 Solucéo de Nitrato de Prata
0,25g de nitrato de prata; 50iL de formaldeido. Completar o volume para 250mL
com agua destilada deionizada.

Tempo de aplicagéo sobre o gel: 20 minutos.

c.5 Solucéo Reveladora
6,25g de carbonato de sdédio; 25iL de formaldeido. Completar o volume para
250mL com &gua destilada deionizada.

Tempo de aplicacéo sobre o gel: até que aparecam as bandas protéicas.
c.6 Solucéao “Stop”
3,659 de sbdio-EDTA. Dissolver e completar o volume para 250mL com agua

destilada deionizada. Aplicar a solug&o sobre o gel por 10 minutos.

c.7 Lavagem do gel em agua corrente por, no minimo, 1 hora.



APENDICE 3

CARBOIDRATOS NAO ESTRUTURAIS TOTAIS (Yenm & Willis, 1954)

a. Reagente de Antrona:

45mL de acido sulfarico concentrado em 5mL de agua destilada deionizada;
100mg de antrona. Resfriar a solugdo em temperatura ambiente e deixar em
repouso por 30 minutos, agitando ocasionalmente para obter-se a clarificacdo da

mesma.



APENDICE 4
AMINOACIDOS SOLUVEIS TOTAIS (Passos, 1996)

a. Reagente de Ninidrina:
125mL de tampéo acetato 4N pH 55 em 375mL de éter monometilico de

etilenoglicol, contendo 1g de ninidrina e 150mg de hidrindantina.

b. Reagente de Hidrindantina (estoque)

8g de ninidrina em 200mL de agua destilada deionizada a 90°C.

Em ato continuo, dissolver 8g de acido ascérbico em 40mL de agua destilada
deionizada, a 40°C. Agitar a solucdo de ninidrina e, em seguida adiciona-la a
solucdo de &cido ascoérbico. A cristalizagdo da hidrindantina se inicia
imediatamente. Deixar o processo ocorrer por mais 30 minutos, resfriar a solucao

final em temperatura ambiente e filtra-la.

c. Tampao Acetato (estoque)
5449 de NaOAc.3H,O; 400mL de agua destilada deionizada. Dissolver e adicionar
100mL de acido acético glacial, ajustar o pH da solucdo a 5,5 e completar o

volume com agua destilada deionizada para 1 L.

c. Reagente de Ninidrina:
125mL de tampédo acetato 4N pH 5,5 em 375mL de éter monometilico de

etilenoglicol, contendo 1g de ninidrina e 150mg de hidrindantina.



