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'RESUMO

Em virtude do envolvimento de carboidratos na modulagdo de eventos de
importancia regulatéria para o crescimento e o desenvolvimento vegetal, o presente
trabalho propés analisar o efeito do polissacarideo obtido a partir do exsudato de
Syagrus romanzoffiana (Gerivd) (PN) e de 3 derivados modificados quimicamente
sobre a embriogénese somatica em células de cenoura (Daucus carota) cultivadas in
vitro. O PN foi quimicamente modificado por hidrélise acida parcial, obtendo-se o
polissacarideo parciaimente hidrolisado (PHPI), degradagdo controlada de Smith,
obtendo-se o polissacarideo degradado (PDSI) e sulfatagdo, obtendo-se o
polissacarideo nativo suifatado (PNS). O PN, o PHPI e o PDSI foram previamente
caracterizados quimicamente no Laboratério de quimica de carboidratos de
exsudatos vegetais, Departamento de Bioquimica (UFPR), e apresentaram-se
constituidos por xilose, arabinose, ramnose e acidos urénicos na razdo molar de
48:24:20:8, 82:2:8:8 e 85:12:0:3, respectivamente. O PN foi modificado
quimicamente através de sulfatagdo, onde obteve-se um polissacarideo suifatado
(PNS) (D.S. 0,7), que, apés analise em GC-MS (cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massa) apresentou-se constituido por xilose, arabinose e ramnose
na razdo molar de 51:25:24, além de acidos urbnicos. Apés analise em HPSEC-
MALLS (cromatografia de exclusdo estérica acoplada a multidetectores), verificou-se
a homogeneidade do PNS e a massa molecular média calculada foi de 1,48x10°
g.mol’. Nos testes realizados neste trabalho, foram avaliados os efeitos dos
polissacarideos sobre a formag&o de embrides somaticos totais, embrides no estadio
cotiledonar, plantulas e também sobre o crescimento, em termos de matéria fresca e
seca. Células formadas a partir de tecido de calo crescendo in vitro foram cultivadas
na preseng¢a do PN e de seus derivados (PNS, PHPI e PDSI) nas concentragées 0,1,
1, 20 e 60 pg.mi™*. Um aumento significativo (p<0,05) de 68% e 84% sobre o numero
total de embrides e numero de embrides no estadio cotiledonar, respectivamente,
foram observados para células crescidas em meio de cuitura enriquecido com 60
ug.mi* de PDSI. Um aumento de 32% -no numero de embrides no estadio
cotiledonar foi verificado para células crescidas na presenca do PN (0,1 ug.mi™"). O
numero total dé embrides foi reduzido (p<0,05) em 33% e 46%, respectivamente,
para células crescidas em meio de cultura contendo PNS na concentragao 1 e 20
ug.ml". A formacao de embrides no estadio cotiledonar foi também inibida (em 48%)
(p<0,05) na presenca de PNS (20 ug.mi). Observou-se uma tendéncia de inibicdo
na formacéo de plantulas a partir dos embrides somaticos formados na presenga de
todos os polissacarideos testados. Porém, esta inibigdo se mostrou estatisticamente
significativa apenas para o PN e o PNS, ambos na concentracdo de 0,1 ug.mi™,
onde ocorreu uma diminui¢do de 86% e 77% no numero de plantulas. A presenga
dos polissacarideos no meio de cultura, em quaisquer das concentragbes testadas,
ndo causou alteragio estatisticamente significativa na acumuiagéo de matéria fresca
analisada. Todos os polissacarideos testados causaram redugdo (p<0,05) no
acumulo da matéria seca, sendo que concentra¢des baixas causaram a inibigéo
maxima observada. Estes resultados sugerem que as moléculas utilizadas nestes
experimentos alteram o padrao de crescimento, em termos de massa, de células de
cenoura crescidas in vitro. '

Xi



1 INTRODU(}AO
1.1 EMBRIOGENESE SOMATICA

Os tecidos vegetais tém a capacidade de formar gemas, raizes ou embrides
somaéticos quando cultivados in vitro, demonstrando que tecidos isolados possuem
potencialidade para regenerar plantas, quando submetidas a tratamento adequado.
Esta propriedade €& chamada de totipotencialidade das células vegetais
(ZIMMERMAN, 1993; GUERRA et al., 1999).

Existem dois mecanismos pelos quais um tecido vegetal pode regenerar uma
planta completa: organogénese e embriogénese somatica. A embriogénese
somatica é o processo pelo qual células desenvolvem-se por meio de uma série de
estadios embriogénicos dando origem a uma planta, sem que ocorra fusdo de
gametas (WILLIAMS e MAHESWARAN, 1986). |

A embriogénese somatica pode ser utilizada como ferramenta para entender
a regulagdo da expressdo génica que ocorre nos eventos iniciais do
desenvolvimento das plantas superiores, ou seja, o desenvolvimento do zigoto até o
embrido maduro. O embrido zigotico é circundado peio endosperma e pelas células
do tecido materno o que dificulta analises bioquimicas e moleculares do
desenvolvimento inicial do embrido em fung¢do da presenga de uma barreira fisica.
Em contrapartida, o embrido somatico ndo possui endosperma nem interagées com
o tecido do explante inicial, possibilitando a aplicagdo de varias analises fisiolégicas
e genéticas (ZIMM ERMAN, 1993). Do ponto de vista comercial, a maior aplicagio da
embriogénese somatica € a multiplicagdo clonal em grande escala de plantas de
importancia agronémica e florestal (MERKLE et al., 1990; ZIMMERMAN, 1993).
Esse sistema também tem sido usado para producido de plantas transgénicas
(PRAKASH e VARADARAJAN, 1992) e sementes sintéticas (SCHULTHEIS et al.,
1990).

Existem dois modelos para a indugdo da embriogénese somatica in vitro:
modelo direto e indireto. No modelo direto, os embrides se originam a partir de
tecidos-matrizes sem a formacao do estadio intermediario de calo, como ocorre no
modelo indireto (GUERRA et. al., 1999). ’



O fendmeno da embriogénese somatica tem sido amplaménte estudado em
cenoura e outros membros da familia Umbelliferae (WAKE, 1995). Este é um
sistema modelo e a maior vantagem é a producdo relativamente simples de
embrides somaticos sob condi¢des controladas em culturas liquidas (WAKE, 1995).
Culturas de células de cenoura podem facilmente ser estabilizadas diretamente ém
meio liquido e grandes quantidades de embrides somaticos podem ser obtidos
(KREUGER e VAN HOLST, 1996).

A fonte dos explantes (pequenos oOrgdos ou pedacos de tecidos), a
composi¢cdo do meio de cultura, a concentragido osmética e a luz sdo fatores que
afetam a embriogénese somatica (GUERRA et. al., 1999).

Em cenoura, as auxinas, como o acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D), estdo
envolvidas na formagdo de calos embriogénicos a partir de células individuais,

. expressando a totipoténcia das células competentes (KOMAMINE et al., 1992). A
formagéo de embrides em estadios posteriores ao globular € inibida na presencga de
auxina, em especial do ‘2,4-D. Portanto, o desenvolvimento s6 ocorre apds a
transferéncia do calo ou suspensao celular para meio isento ou com reduzidas
concentragdes de auxina (JIMENEZ, 2001).

O processo basico de desenvolvimento de embrides somaticos a partir de
células de cenoura cultivadas in vitro consiste de dois estagios principais. No
primeiro, um explante juvenil ou embrionario € inoculado em meio contendo 2,4-D.
Essas culturas sdo mantidas no escuro e geram massas celulares pré-embrionarias
(PEMs) (calos embriogénicos) que podem, por processos de clivagem e gemagao,
formar embriées globulares com alta eficiéncia (KREUGER e VAN HOLST, 1996).
No segundo, o 24-D é retirado do meio e o0s pré-embrides "prosseguem o}
desenvolvimento até formarem embrides maduros (GUERRA et. al., 1999). Ap6s § a
7 dias da retirada da auxina, os embrides estdo no primeiro estadio de
desenvolvimento chamado globular, onde as células apresentam tamanho pequeno
" e arredondado. A segunda fase & o estadio de coragdo (2 a 3 dias mais tarde) onde
as células apresentam créscimento isodiamétrico, com forma semelhante a um
coragéo. Posteriormente os embrides passam para a fase de torpedo (cotiledonar)

seguida da formagao de plantulas. Cerca de 3 semanas apos a indugdo, as plantulas



podem apresentar cotilédones verdes, hipocétilos alongados e desenvolvimento de
raizes (ZIMMERMAN, 1993).

1.2 EFEITOS DE CARBOIDRATOS SOBRE O CRESCIMENTO E
DESENVOLVIMENTO VEGETAL

Carboidratos sdo capazes de modular eventos de importancia regulatéria para
o crescimento e desenvolvimento celular, tais como a fosforilagdo de proteinas, o
fluxo idnico e potenciais de acdo (RYAN e FARMER, 1991). O tratamento com
carboidratos exdgenos, em concentragdes da ordem de nanomolaf, tem se moétrado
capaz de alterar o padrao de diferenciagdo de células vegetais (VARGAS-RECHIA et
al., 1998; PEREIRA-NETTO et al, 1998). Dentre os carboidratos que exercem
atividade regulatéria, pode-se destacar as oligossacarinas e as arabinogalactanas-
proteinas.

Oligossacarideos podem atuar como moléculas sinalizadoras, chamadas dé>
oligossacarinas, em varios sistemas vegetais, como nos mecanismos de defesa,
envolvidos com a produgdo de fitoalexinas, € nos processos associados com 0
desenvolvimento végetal, como a morfogénese e a producdo de etileno (RYAN e
FARMER, 1991, DINAND ef al, 1997). Alguns estudos tém mostrado que
oligossacarideos de xiloglucanas, componentes hemicelulésicos abundantes na
parede celular vegetal, suplementados, podem atuar como sinalizadores no
processo de crescimento vegetal, através de receptores de membrana altamente
especificos, inibindo o alongamento induzido por auxina (McDOUGALL e FRY, 1988,
VARGAS-RECHIA et al., 1998).

Estudos tém mostrado que sinais que afetam a diferenciagéo celular podem,
hipoteticamente, liberar polissacarideos biologicamente ativos, que por sua vez,
afetam o crescimento celular e os processos de desenvolvimento vegetal (TRAN
THAN VAN e MUTAFTSCHIEV, 1990). Para o processo de diferenciagdo celular, a
localizacdo da célula € um importante determinante, assim, a identidade das células
vizinhas parece influenciar mais do que a célula-mée, indicando que os eventos
iniciais de diferenciagio, provavelmente, ocorrem na superficie celular (MAJEWSKA-
SAWKA e NOTHNAGEL, 2000). Muitos estudos estdo sendo realizados com o



objetivo de investigar a fungdo de moléculas que possivelmente estdo envolvidas
nos mecanismos de reconhecimento e sinalizagdo célula-célula, como € o caso das
arabinogalactana-proteinas (MAJEWSKA-SAWKA e NOTHNAGEL, 2000).

Arabinogalactanas-proteinas (AGPs) s&o proteoglicanas que possuem
aproximadamente 90% de carboidratos e 10% de conteudo proteico e estdo
presentes em membranas e paredes celulares e nos espagos intercelulares
(KREUGER e VAN HOLST, 1993, 1996; TOONEN et al., 1997).

As AGPs estdo relacionadas com o desenvolvimento vegefal, reconhecimento
célula-célula, expansao, proliferagado e morte celular, estabelecimento da identidade
celular e o controle da embriogénese somatica (CLARKE et al., 1979, SERPE e
NOTHNAGEL, 1996; MAJEWSKA-SAWKA e NOTHNAGEL, 2000). AGPs
provenientes de células cultivadas de cenoura (Daucus carota), isoladas através de
técnicas imunoldgicas baseadas em epitopos especificos, ttm-se mostrado capazes
de alterar o padrio de diferenciacdo de embribes somaticos de cenoura (TOONEN
et al., 1997). AGPs isoladas de sementes de cenoura tém sido utilizadas para
aumentar o potencial embriogenético em células de Cyclamen persicum (KREUGER
et al., 1995), mostrando que a atividade dessas moléculas ndo é espécie-especifica.
As AGPs tém se mostrado capazes de restaurar o potencial embriogénico em
culturas nao-embriogénicas de células de cenoura em suspensdo. Linhagens
celulares maduras que ja haviam perdido a habilidade de desenvolver embrides
somaticos, puderam restabelecer seu potencial embriogénico pela adicdo de AGPs
extraidas de sementes de cenoura (KREUGER e VAN HOLST, 1993).

As AGPs podem atuar através de diferentes mecanismos de agéo. A
presenca destas moléculas no lado externo da membrana plasmatica pode sugerir
que elas atuem entre a membrana e a matriz extracelular, desempenhando um papel
de mensageiro em interagées entre as células durante o processo de diferenciagéo
(KREUGER e VAN HOLST, 1996).

1.3 JUSTIFICATIVAS

Tendo em vista que polissacarideos, a exemplo de arabinogalactana-

proteinas, tém-se mostrado capazes de modular processos de diferenciagao celular,



propusemos neste trabalho investigar possiveis efeitos de uma heteroxilana acida
isolada a partir do exsudato de Syagrus romanzoffiana (Geriva) (Arecaceae), bem
como de 3 derivados modificados quimicamente' na modulagdo do padrdo de
formagéo e de desenvolvimento de embribes somaticos em Daucus carota
(cenoura). Pode-se enfatizar também que, na literatura, ndo foram encontrados
dados referentes a atividade biologica em questdo de polissacarideos do tipo
heteroxilanas e arabinoxilanas, como é o caso.



2 OBJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho foi investigar a potencial atividade

regulatéria de uma heteroxilana acida (PN) e de seus 3 derivados modificados

quimicamente sobre a embriogénese somatica em cenoura (Daucus carota) visando

o0 aprimoramento dessa técnica de propagacio vegetativa in vitro.

Os objetivos especificos foram:
Modificar quimicamente o polissacarideo nativo (PN) do exsudato vegetal de S.
romanzoffiana por técnica de ~sulfatagdo e analisar quimicamente o
polissacarideo sulfatado resultante (PNS);
Avaliar o potencial efeito de uma heteroxilana acida, bem como de seus 3
derivados modificados quimicamente, sobre a formacéo e o desenvolvimento de
embrides somaticos de cenoura;
Avaliar o potencial efeito de uma heteroxilana acida e de seus 3 derivados
modificados quimicamente sobre a formacdo de plantulas;
Avaliar o potencial efeito de uma heteroxilana acida e de seus 3 derivados
modificados quimicamente sobre o crescimento vegetal, utilizando como
para@metros a acumulagido de matéria fresca e de matéria seca em células de
cenoura crescidas in vitro; .
Sugerir relagdes entre é estrutura quimica e o efeito fisiologico dos diferentes
polissacarideos utilizados.



3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAL VEGETAL
3.1.1 GERMINAGAO DE SEMENTES

Sementes de cenoura (Daucus carotfa L.), variedade Brasilia de veréo,
tiveram sua superficie esterilizada primeiramente por imersdo em etanol 80% (v/v),
sob agitagdo, durante 2 minutos seguida por imers&o, sob agitagcdo, durante 5
minutos, em hipoclorito de soédio a 50% (v/v). Posteriormente foram feitas trés
lavagens (2 minutos cada uma) em agua destitada estéril. As sementes foram entéo
semeadas em meio de cultura MS soélido (MURASHIGE e SKOOG, 1962) contendo
(uM): 555 mio —~ inositol, 4,06 acido nicotinico, 2,43 piridoxina — HCI, 26,64 glicina,
6,25 tiamina — HCI, 3% (m/v) sabarose e agar a 0,7% (m/v), para solidificar o meio.
Posteriormente foram mantidas em sala de cultura climatizada com temperatura de

27+2°C e umidade relativa do ar média igual a 70+5%.
3.1.2 INDUGAO DE CALO

Segmentos de hipocétilos de cenoura, medindo cerca de 15 mm de
comprimento, obtidos a partir de plantulas crescidas in vitro_(item 3.1.1), foram
cultivados em frascos contendo 40m! de meio de cuitura MS soélido (MURASHIGE e
SKOOG, 1962), como descrito no item 3.3.1, suplementado com 1uM de &cido 2,4.
diclorofenoxiacético (2,4-D). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 antes da
autoclavagem. Os explantes foram mantidos em sala de cultura climatizada, por um
periodo de aproximadaménte 90 dias, no escuro, como descrito no item 3.1.1.

3.2 ESTABELECIMENTO E MANUTENGAO DE CULTURAS DE CELULAS DE
Daucus carota EM SUSPENSAOQ

Células originadas a partir de tecido de calo proveniente de hipocoétilo de
cenoura (Daucus carota) (item 3.1.2) foram cultivadas em meio de cultura basico MS



(MURASHIGE e SKOOG, 1962) de Composigéo idéntica ao meio‘ de cultura descrito
no item 3.1.1, exceto pelo fato de que para as culturas de células em suspensao
1uM de 2,4-D foi adicionado ao meio de cultura. O pH do meio de cultura foi
ajustado para 5,7 e posteriormente o meio foi autoclavado a 120°C a 1,5 atm. As
suspensdes celulares foram crescidas sob agitacdo permanente (100 rpm), no
escuro, na temperatura de 27 + 1°C e umidade relativa do ar igual a 70 + 5%.
Aliquotas desta cultura (200 ul), apés filtragdo em tela de nylon com matha de 300
um, foram distribuidas em meio de cultura MS sdlido, na auséncia de 2,4-D, e
enriquecidos ou ndo com os polissacarideos a serem testados (item 3.4). O
esquema do estabelecimento, manutengéo da cultura de células e desenvolvimento

dos embrides somaticos de cenoura estad apresentado na Figura 01.
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Figura 01: Esquema do estabelecimento, manutencdo da cultura de células e

desenvolvimento dos embrides soméaticos de cenoura. Fonte:
ZIMMERMAN (1993) com modificagdes.

. Germinacdo de sementes estéreis (etapa ndo apresentada na figura).

Inducdo de calo a partir de hipocdétilo (meio de cultura MS, MURASHIGE e
SKOOG, 1962, suplementado com 1 pM de acido diclorofenéxiacético, 2,4-D, e

I+

agar a 0,7% (m/v); Condi¢cdes de crescimento: no escuro, temperatura de 27
2°C e umidade relativa do ar igual a 70 + 5%.

. Estabelecimento de cultura de células em suspensdo a partir de calo proveniente
de hipocétilo (meio de cultura MS suplementado com 1 pM de 2,4-D). Condicdes
de crescimento: agitacdo (100 rpm), no escuro, temperatura de 27 += 1°C e
umidade relativa do ar igual a 70 £ 5%.

Manutencdo da cultura de células em suspensdo: Subcultivo (10 mL da
suspensdo em 40 mL de meio de cultura utilizado para o estabelecimento da
cultura) a cada 15 dias.

. Aliguotas (200 pl) da cultura filtrada foram inoculadas em meio de cultura MS
sélido, enriquecidos ou ndo com polissacarideos, na auséncia de 2,4-D.

. Estadios de desenvolvimento dos embrides.
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3.3 POLISSACARIDEOS UTILIZADOS NOS EXPERIMENTOS BIOLOGICOS

O polissacarideo nativo (PN), obtido do exsudato vegetal de Syagrus
romanzoffiana (Geriva) (Familia Arecaceae) e 3 derivados modificados
quimicamente: PNS, polissacarideo nativo apés sulfatagdo, PHPI, polissacarideo
apos hidrélise acida parcial e PDSI, polissacarideo ap6s degradagéo controlada de
Smith, foram utilizados para os testes biologicos (item 3.4). O resumo das
metodologias utilizadas para obtengdo dos diferentes polissacarideos esta
apresentado na Figura 02. O PN, PHPI e PDSI foram previamente caracterizados
quimicamente (SIMAS, et al., 2001) no laboratério de quimica de carboidratos de
exsudatos vegetais, Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, UFPR, sob
orientagdo da prof.® Dr.? Juliana Maurer Menestrina e coordenacdo do prof. Dr.

Marcello lacomini e foram gentiimente cedidos para estes experimentos.
3.3.1 POLISSACARIDEO NATIVO SULFATADO

3.3.1.1 MODIFICACAO QUIMICA POR SULFATAGAO

.. O polissacarideo nativo (PN) foi sulfatado utilizando a metodologia descrita
por O'NEILL (1955). Para isso, cerca de 500 mg de PN foi dissolvido em formamida
(10 mL), sob constante agitagdo, evitando-se a hidratagdo do meio reacional. Apés a
total solubilizagdo da amostra, adicionou-se piridina (10 mL) e acido clorosulfénico
(1,5 mL) (agente sulfatante). Durante esta adig&o, a mistura reacional permaneceu
em banho de gelo sob constante agitagdo. Apos adigao total do acido, a agitagéo em
banho de gelo foi mantida por mais 2 horas. Decorrido este tempo, a solugéo foi
mantida em geladeira por 24 horas.

A reagao foi interrompida pela adigdo de gelo ao sistema e neutralizada com
uma solugao de bicarbonato deﬂvsc’)dio 10% (m/v) até pH 7,0. Em seguida, a solugéo
obtida foi dialisada contra agua corrente por 3 dias e contra agua destilada por 3
dias sendo, posteriormente liofilizada, obtendo-se assim um polissacarideo sulfatado
(PNS) (628 mg). |



3.3.1.2 DETERMINAGCAO DO GRAU DE SUBSTITUIGAO (D.S) DO PNS

O grau de substituicdo (D.S) do derivado sulfatado (PNS) foi obtido atraves
do metodo turbidimétrico por precipitagdo com uma solugdo de cloreto de bario /
gelatina (oxoide) (DOGSON e PRICE, 1962). O PNS (3 mg) foi hidrolisado com 3 mi
de HCI 1M durante 5 horas a 110°C. Uma aliquota de 0,2 mL da amostra hidrolisada
foi tratada com 3,8 mL de &cido tricloroacético (TCA) a 3% (m/v) e com 1,0 mL de
solucdo de cloreto de bario / gelatina. A mistura reacional permaneceu em repouso
durante 15 minutos tendo sido entdo a absorbancia determinada a 360 nm em
espectrofotobmetro. O teor de sulfato foi determinado utilizando-se a uma curva
padrdo de sulfato de sodio (20 a 100 pg).

O D.S. foi determinado a partir da seguinte relagao:

D.S.=148 xS /3200 - (102 x S)

Onde S representa o teor de enxofre dado em %.

3.3.1.3 DETERMINAGAO DA COMPOSIGAO MONOSSACARIDICA DO PNS

O polissacarideo sulfatado foi submetido a hidrélise &cida total (TFA, 1M, 8
h, 100°C) (GORIN et al., 1996) seguida de redugdo (NaBH,) e acetilagéo (énidrido
acético : piridina — 1:1 v/v). Os acetatos de aldit6is obtidos foram extraidos com
cloroféormio e posteriormente analisados em cromatografo a gas VARIAN, série
3.300, acoplado a espectrometro de massa FINNIGAN MAT modelo ITD 800,
utiizando coluna DB-225 (J & W Scientific, Folsom, CA, EUA) (GC-MS), obtendo-se
assim a composicdo de monossacarideos neutros. A dosagem de acidos urdnicos

ndo foi realizada.

3.314 DETERMlNACAO DA HOMOGENEIDADE E DA MASSA MOLECULAR
MEDIA, PONDERAL EM MASSA (Mw), DO PNS

A andlise de homogeneidade e a determinagdo da massa molecular média
ponderal (em massa) do PNS foram realizadas em HPSEC-MALLS (cromatografia
de exclusd3o estérica acoplada a multidetectores) (modelo DAWN DSP, Wyatt
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Technologies Corporation, Santa Barbara, CA, EUA), que utilizé um cromatografo
liquido de alta pressédo (HPLC), modelo WATERS 2410, acoplado a um detector de
indice de refragdo conectado em série com um detector de espalhamento de luz.
Foram utilizadas quatro colunas WATERS dispostas de forma sequencial e
apresentando diferentes limites de exclusdo :1 x 10° (coluna 2000); 4 x 10° (coluna
500); 8 x 10 (coluna 250) e 5 x 10° (coluna 120). O eluente, NaNO3 0,1 M com NaN;
a 0,02%, foi administrado na coluna através de uma“bomba peristaltica WATERS
515. Para essa analise, a amostra foi solubilizada em NaNOs 0,1 M com NaNs; a
0,02% na concentragdo 1 mg.ml™ e ultrafiltrada através de membrana descartavel
GS de éster de celulose MILLIPORE (EUA), de porosidade 0,22 um. Para o calculo
da massa molecular, o valor de dn/dc (taxa de variagdo do indice de refragdo com a
concentragao) utilizado foi de 0,135 ml.g™.
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Extragdo aquosa, sob agitagao, 25°C. Filtragéo
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EXTRATO Residuo

Etanol (3 X Vol.), 3000 X g, 10 min
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I Precipitagdo etandlica

Sobrenadante - POLISSACARIDEO NATIVO
i . DEGRADACAO
HIDROLISE ACIDA CONTROLADA DE SMITH
PARCIAL o (MENESTRINA et al., 1998)
(MENESTRINA et al., 1998) - NalOy;
- TFA 1M, 100°C, 1 hora - NaBH,.
- Precipitagao etandfica - Hidrélise acida parcial (H,SO, até
pH 2,0, 100°C, 1 hora);
- Precipitagao etandlica
v v
Sobrenadante POLISSACARIDEO > POLISSACARIDEO
PARCIALMENTE HIDROLISADO DEGRADADO (PDSI)
(PHP1) .
—®| Sobrenadante

SULFATACAO

(método O'NEILL,

1955)

v
POLISSACARIDEO
NATIVO SULFATADO
(PNS)

Figura 02: Esquema de obten¢&o do polissacarideo nativo do exsudato de Syagrus

romanzoffiana e de 3 derivados modificados quimicamente.
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3.4 EXPERIMENTOS PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DOS
POLISSACARIDEOS

3.4.1 PREPARO E ESTERILIZAGAO DOS POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos utilizados nos experimentos biologicos foram solubilizados
‘em agua destilada (PNS e PHPI) ou NaOH (0,5M) (PN e PDSI) na forma de
solugdes estoque de concentragdo 10 mg.ml™.

As esterilizagées do PN, PHPI e PNS foram feitas por ultrafiltragdo através de
membrana descartavel de difluoreto de polivinilideno, com porosidade de 0,22 um,
MILLEX® (Millipore Co, MA, EUA). Quanto ao PDSI, devido & baixa solubilidade
desta molécula, a esterilizagdo foi feita sob radiagdo ultravioleta (U.V.) (lampada
PHILIPS 30 W/ G 30 /T 8, Long Life, Holland) durante 30 minutos.

3.4.2 EMBRIOGENESE SOMATICA E FORMAGAO DE PLANTULAS

As culturas de células, apds filtracdo (item 3.2), foram submetidas a
contagens de células com a utilizagdo de camara de Neubauer e microscopio 6tico
(aumento 100 X). Aliquotas de 200 ul da suspensdo de células filtrada
(aproximadamente 53 X 10* células.ml™") foram distribuidas sobre 2 mi do meio de
cultura basico MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), na auséncia de 2,4-D, contido
em pocos de placas de cultura medindo 2 cm de diametro. Agar 0,7% (m/v), foi
acrescentado para solidificar o meio de cultura e o pH foiajustado para 5,7 antes da
autoclavagem. Este meio de cultura foi enriquecido, ou ndo, com os polissacarideos
PN, PNS, PHPI e PDSl.de maneira a perfazerem concentragoes finais iguais a 0,1,
1, 20 e 60 pg.mi"*. Para cada concentragio foram feitas 10 repeti¢ces. Estas placas
foram mantidas sob fotoperiodo de 16 horas, a temperatura de 27 + 2°C e umidade
relativa do ar igual a 70 + 5%.

O numero total e o numero de embrides no estadio cotiledonar de
desenvolvimento eventualmente formados foi contado, sob microscépio

estereoscopico, em intervalos de 7 dias, durante o periodo de 28 dias (4 semanas)
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de cultura. Apds o periodo da cuitura, o nimero de plantulas formadas foi contado e

sendo seu comprimento total medido sob microscopio estereoscopico.
3.4.3 CRESCIMENTO VEGETAL — EFEITO SOBRE A MATERIA FRESCA E SECA

Ao final do periodo da cultura para o experimento de embriogénese somatica
(item 3.4.2), o material vegetal (referente aos diferentes tratamentos) foi isolado e
sua massa foi determinada antes e depois de secagem em estufa, a temperatura de
65° por 24 horas, para obtencdo da matéria fresca e seca, respectivamente.

3.4.4 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do programa estatistico JMP
(“Statistical Analysis System”, 'SAS Institute Inc., EUA, 1989-2000) versao 4.0.0.
Foram utilizados testes de andlise de variancia seguidos do teste “Student’s” para
comparagio de médias. Em cada experimento foram utilizados 4 polissacarideos em
4 concentragdes, sendo que para cada concentragdo (tratamento) foram feitas 10
repeticdes. Em anexo estdo apresentados os resultados estatisticos referentes aos 4

polissacarideos testados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ASPECTOS ESTRUTURAIS DOS POLISSACARIDEOS UTILIZADOS NOS
TESTES BIOLOGICOS

As caracteristicas quimicas dos polissacarideos utilizados neste estudo
estdo apresentadas na Tabela I. Nesta tabela, verifi-éa-se que o polissacarideo
nativo (PN) apresenta xilose, arabinose, ramnose e acidos urdnicos como
constituintes monossacaridicos, caracterizando-se como uma heteroxilana acida. Os
polissacarideos resultantes de hidrolise acida parcial (PHPI) e de degradagéo
controlada de Smith (PDSI) apresentaram diferentes proporgdes de xilose:arabinose
gquando comparados ao PN. Os procedimentos de hidrélise acida parcial e
degradagdo controlada de Smith promovem a retirada dos monossacarideos
presentes nas cadeias mais laterais do PN. Como no PHPI! e no PDSI a quantidade
de arabinose mostrou-se significativamente reduzida quando comparada ao PN,
sugere-se que grande parte destas unidades participam de cadeias laterais e
terminais ndo redutores da molécula. Com relagdo a estrutura quimica proposta,
baseada em analises de metilagdo (dados ndo apresentados) e RMN-"3C (anexo 5),
todos os polissacarideos diferem entre si. Apés o procedimento de sulfatagdo
quimica do PN foi formado o polissacarideo nativo sulfatado (PNS) com a mesma
composi¢do monossacaridica que o PN. Este procedimento adiciona grupos sulfato
na molécula e provavelmente modifica a conformacao estrutural e aumenta a carga
liquida negativa do polissacarideo. Com a anadlise do PNS por HPSEC-MALLS
(cromatografia de exclusdo estérica acoplada a muitidetectores) (item 3.3.1.4)
verifica-se um espectro caracteristico de molécula homogénea. O indice de
“polidispersividade calculado foi de 1,151+1,021, indicando a homogeneidade da
molécula. Este resultado mostra que o procedimento de sulfatagdo ndo degradou o
PN. A massa molecular média ponderal em massa (M,,) calculada foi de 1,484x10°
g.mol™.
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Tabela I: Aspectos estruturais relaciohvados com 0s polissacarideds PN, PNS, PHP!

e PDSI

PN PNS PHPI PDsI
Rotagéo especifica® [«]™p -72° nd. nd. -53°
M. (g.mol'1)° 1,37x10° 1,48x10° 1,12x10* nd.
Grau de substituigso (D.S.)° - 0,7 - -
Proteina (mol %) ° 2,8 nd. nd. nd.
Acidos urdnicos (mol %) © 8 nd. 8 3
Agucares neutros (mol %)’ _
Xilose 48 51 82 85
Arabinose 24 25 2 12
Ramnose 20 24 8 0
Proporgdo xilose : arabinose 2:1 2:1 411 7:1
Tipo de estrutura quimica Heteroxilana Heteroxilana Arabinoxilana Arabinoxilana
proposta* acida acida acida linear

ramificada sulfatada ramificada

2 determinada em polarimetro RUDOLPH RES. 589; ° determinada por cromatografia de exclus&o
estérica acoplada a multidetectores (HPSEC-MALLS); ° obtido pela dosagem de grupos sulfato; d
determinado pelo método colorimétrico de BRADFORD (1976); ° determinado pelo método
colorimétrico do metahidroxibifenil (BLUMENKRANTZ e ASBOE-HANSEN, 1973); " determinado por
cromatografo gasoso acoplado a espectrometro de massa (GC-MS) precedido por hidrélise acida total
(TFA 1M, 8 horas, 100°C), redugio e acetilacdo; nd. ndo determinado; *baseados nas analises de
metitacio e ressonancia nuclear magnética de carbono-treze (RMN-'°C), espectros apresentados em
anexo (anexo 5). Obs.: A My do PDS! nédo foi determinada porque o perfi! desta molécula apds
analise em HPSEC-MALLS n2o indicou homogeneidade.
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4.2 EXPERIMENTOS PARA AVALIACAO DE ATIVIDADE BIOLOGICA

4.2.1 EFEITO DOS POLISSACARIDEOS SOBRE A EMBRIOGENESE SOMATICA
DE CELULAS DE CENOURA

Experimentos preliminares para a avaliagdo da atividade biologica foram
realizados de acordo com o procedimento descrito no item 3.4.2. Os resultados
referentes aos efeitos dos diferentes polissacarideos sobre o padrdo de
diferenciacdo de células de cenoura em embribes somaticos serdo apresentados
separadamente. Apdés a primeira semana de cultivo das células, nenhum dos
polissacarideos testados apresentou efeito inibitério ou estimulatério,
estatisticamente significativo (p<0,05), em relacdo ao controle, sobre a
embriogénese somética em células de cenoura cultivadas in vitro, em quaisquer das
concentragdes testadas. A Figura 03 mostra o aspecto geral da cultura de células de
cenoura apls 28 dias de cultivo em meio de cultura MS sdélido, na auséncia de

polissacarideos (grupo controle).

Figura 03: Aspecto geral da cultura de células de cenoura (aumento 2,87 X) apds 28
dias de cultivo em meio de cultura MS na auséncia de 2,4-D e de
polissacarideos (grupo controle). No detalhe, um embrido no estadio
cotiledonar de desenvolvimento (aumento 8,2 X). Setas indicam a
presenca de embribes no estaddio cotiledonar (a) e grupo de células

indiferenciadas (b).
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4.2.1.1 Efeito do polissacarideo nativo (PN)

A Figura 04 mostra os resultados referentes ao nimero total de embriGes e ao
numero de embrides no estadio cotiledonar, quando as células de cenoura séo
cultivadas na presenga do PN em diferentes concentragées e na auséncia (controle).
Pode-se verificar que durante o periodo de cultivo ocorreu um aumento no numero
total de embrides e no numero de embrides no estadio cotiledonar formados tanto na
| presenga quanto na auséncia do PN (tratamento controle). Na 3° semana de cultivo,
o tratamento 0,1 pg.ml* estimulou (p<0,05) a embriogénese somatica (em 49%),
porém, este efeito ndo permaneceu na 4° semana. Este mesmo tratamento
estimulou (em 32%) a formacgdo de embrides no estadio cotiledonar na 4° semana
de cultivo, tendo sido este efeito estatisticamente significativo em nivel de 5% de
probabilidade. Através destes resultados pode-se sugerir que o PN esta
influenciando no padréo de diferenciagdo embrionario (estadio de desenvolvimento).
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Figura 04: Efeito do PN sobre o numero total de embrides sométicos (acima) e
numero de embrides no estadio cotiledonar (abaixo) formados a partir de
células de cenoura cultivadas in vitro. As barras verticais indicam o erro
padrdo; simbolos seguidos por letras diferentes indicam valores médios

estatisticamente diferentes em nivel de significaAncia de 5%.



' 4.2.1.2 Efeito do polissacarideo sulfatado (PNS)

Os resultados associados ao PNS (Figura 05) demonstram que este
polissacarideo, em todas as concentracdes testadas, inibe a formagao de embribes
somaticos totais ao final do periodo da cultura. Na 2° semana de cultivo os
tratamentos 20 e 60 pg.mI" causaram um diminuigdo no numero total de embrides
formados e o tratamento 1 pg.mi” estimulou a formagdo de embrides no estadio
cotiledonar. Na dltima semana de cultivo foi observada uma diminuigdo (p<0,05) na
formagdo de embrides somaticos totais associada com a presengca de PNS, na
concentracdo 1 e 20 ug.ml™', no meio de cultura, tendo sido esta redugdo de 33% e
46%, respectivamente. Com relagdo aos embrides no estadio cotiledonar, apenas o
tratamento 20 ug.ml™" inibiu significativamente (p<0,05) sua formag&o ao final da 4°
semana de cultivo, tendo sido esta inibicdo da ordem de 48%. A Figura 06 mostra o

aspecto geral da cultura apds 28 dias de cultivo com tratamento de PNS (20 pg.ml™).
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Figura 05: Efeito do PNS sobre o namero total de embriGes sométicos (acima) e
numero de embrides no estadio cotiledonar (abaixo) formados a partir de
células de cenoura cultivadas in vitro. As barras verticais indicam o erro
padrao; simbolos seguidos por letras diferentes indicam valores médios

estatisticamente diferentes em nivel de significancia de 5%.
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Figura 06: Aspecto geral da cultura de células de cenoura (aumento 2,87 X), apos
28 dias de cultivo em meio de cultura MS sélido enriquecido com PNS (20

fig.mr?). Setas indicam a presenca de embrides no estadio cotiledonar.

4.2.1.3 Efeito do polissacarideo hidrolisado (PHPI)

Com relagdo ao numero total de embribes, a presenca do PHPI no meio de
cultura nas diferentes concentracdes testadas ndo provocou nenhuma alteragcédo
estatisticamente significativa ao longo de todo o periodo de cultivo. Quanto ao
nimero de embrides no estadio cotiledonar, o tratamento 0,1 i*g.mr" inibiu (p<0,05)
em 59% a formacdo destes, quando comparado ao controle, na 3° semana de
cultura. Porém, este efeito ndo permaneceu na 4° semana (Figura 07). Assim, no
final do periodo de cultivo,0 PHPI ndo apresentou nenhum efeito sobre o nimero

total de embrides e sobre o nimero de embrides no estadio cotiledonar.
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Figura 07: Efeito do PHPI sobre o namero total de embrides soméaticos (acima) e
numero de embrifes no estadio cotiledonar (abaixo) formados a partir de
células de cenoura cultivadas in vitro. As barras verticais indicam o erro
padrao; simbolos seguidos por letras diferentes indicam valores médios

estatisticamente diferentes em nivel de significancia de 5%.
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4.2.1.4 Efeito do polissacarideo degradado (PDSI)

Os graficos referentes aos resultados relacionados ao PDS| estéo
apresentados na Figura 08. Durante a 3° e 4° semana de cultivo, observa-se um
aumento no numero total de embrides somaticos formados na presenga do PDSI.
Porém, este aumento foi significativo (em nivel de p<0,05) apenas para o tratamento
20 pg.mi' (3° semana — 57% de estimulo) e 60 pg.mi* (4° semana - 68% de
estimulo). O efeito estimulatério do tratamento 20 ug.ml™ nao foi encontrado na 4°
semana. Com relagdo aos embrides no estadio cotiledonar, os tratamentos 20 e 60
pug.mi* estimularam sua formagdo. O efeito do tratamento 20 pg.ml' foi
estatisticamente significativo apenas na 2° semana de cultivo. O tratamento 60
ug.ml™ estimulou a formagdo de embrides no estadio cotiledonar em 84% (p<0,05),
ao final do periodo da cultura. A Figura 09 mostra o aspecto geral da cultura apos 28
dias de cultivo, na presenca do PDSI (60 pg.ml™). Os resultados obtidos sugerem
que a atividade do PDSI esta relacionada com a formagdo de embrides totais (éém
diferenciagdo por estadio de desenvolvimento) e com a formagéo de embrides no

estadio cotiledonar.
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Figura 08: Efeito do PDSI sobre o numero total de embrides somaticos (acima) e
numero de embrides no estadio cotiledonar (abaixo) formados a partir de
células de cenoura cultivadas in vitro. As barras verticais indicam o erro
padrao; simbolos seguidos por letras diferentes indicam valores médios

estatisticamente diferentes em nivel de significancia de 5%.
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Figura 09: Aspecto geral da cultura de células de cenoura (aumento 2,87 X), apos
28 dias de cultivo em meio de cultura MS sélido enriquecido com PDSI
(60 pg.mr?). Setas indicam a presenca de embrides no estadio

cotiledonar.

A atividade dos diferentes polissacarideos sobre o numero total de embrifes e

sobre o numero de embri6es no estadio cotiledonar formados, ao final do periodo de

cultivo (4° semana), encontram-se resumidas na Tabela Il.
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Tabela II: Efeito dos polissacarideds PN, PNS, PHPI e PDSI sobre 0 nimero total e
0 numero de embrides no estadio cotiledonar formados a partir de células

de cenoura cultivadas in vitro, ao final do periodo de cultivo (4° semana).

Polissacarideos (ng.miP Embrides Totais  Embrides no estadio cotiledonar
0,1 C E
1 C C
PN

20 C C
60 C C
0,1 C C
1 I C

PNS
20 I I
60 C C
0.1 C C
1 C C

PHPI
20 C C
60 C C
0,1 C C
1 C C

PDSI
20 C C
60 E E

? Refere-se as concentracdes de polissacarideo testadas; C: igual ao grupo controte; E: estimulou (p<0,05); I:
inibiu (p<0,05). ”

O PN e o PNS possuem a mesma composi¢do monossacaridica (Tabela 1),
porém o PNS tem, na sua estrutura, substituicbes por grupamentos sulfato.
Comparando-se os resuitados obtidos para o PN e o PNS, pode-se sugerir que a
adicdo de grupos sulfato provocou alteragdes na molécula do PNS suficientes para
modificar o efeito fisiolégico encontrado para o PN. O PNS causou inibicdo de
embriogénese somatica, efeito este ndo encontrado para o PN. Essas alteracbes

podem ocorrer a nivel conformacional da molécula, ja que 0 grupo sulfato € um
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grupamento carregado negativamente que induz mudangas conformacionais no
polissacarideo.

Comparando-se a estrutura do PN com a do PHPI verifica-se que as duas
moléculas sdo ramificadas e possuem o mesmo teor de acidos urénicos, porém, o
PHPI apresenta menor quantidade de ramnose e maior quantidade de xilose quando
comparado ao PN. O PN estimulou a formagéo de embrides no estadio cotiledonar
mas este efeito ndo foi observado com relagdo ao PHPI, onde nenhuma alteragéo
estatisticamente significativa foi encontrada. Este resultado sugere que as unidades
de ramnose podem estar desempenhando um importante papel na atividade do PN,
ja que com o PHPI néo foi verificado o mesmo efeito.

Comparando-se a estrutura do PDSI com a do PN, verificam-se diferengas
com relagdo a composi¢do monossacaridica (Tabela I) e a estrutura quimica (Anexo
5). Quando comparam-se as estruturas do PDSI com a do PHPI, observa-se que a
quantidade de xilose encontrada nas duas moléculas é pfaticamente a mesma
(Tabela ), mas a estrututa quimica é muito diferente de acordo com as analises por
RMN-"3C (Anexo 5). O PN e o PHPI sdo moléculas ramificadas e tém carater mais
acido que o PDSI. Este polissacarideo caracteriza-se como um arabinoxilana linear,
com a cadeia principal mais exposta ja que ndo possui ramificagbes. Dessa forma,
pode-se sugerir que a atividade biolégica encontrada se deve, ndo apenas a
composi¢gdo monossacaridica da molécula mas, principalmente, a sua estrutura e
conformacgao, ja que as estruturas mais ramificadas (PN e PHPI) ndo causaram o
mesmo efeito fisioldgico apresentado com o PDSI.
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4.2.2 EFEITO DOS POLISSACARIDEOS SOBRE A FORMAGAO DE PLANTULAS

O PN e o PNS, na concentracdo 0,1 pug.ml”, inibiram significativamente
(p<0,05) a formagdo das plantulas, ao final do periodo de cultivo (Figuras 10 e 11,
respectivamente), tendo sido esta inibicdo da ordem de 86% e 77%,
respectivamente. A conversdo dos embrides somaticos formados em plantulas, ndo
sofreu alteracbes estatisticamente  significativas em fungdo da presenga dos
polissacarideos PHPI e PDSI no meio de cultura, em quaisquer das concentragdes
testadas.(Figuras 12 e 13, respectivamente). Apesar da inibicdo da formacédo de
plantulas ao final do periodo de cultura (4° semana) ser estatisticamente significativa
apenas para o PN e o PNS, em baixas concentragdes, o PDSI também apresentou a
mesma tendéncia. Com relagdo ao PHPI, a concentragdo 0,1 pg.mi™ ndo causou
grande redugdo no numero de plantulas, com foi observado para os outros
polissacarideos o
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3 R? = 0,3209

n°de plantulas

[PN] pg.mi*

Figura 10: Efeito do PN sobre o numero de plantulas formadas ap6s 28 dias de
cultivo. As barras verticais representam o erro padrdo; Simbolos
seguidos da mesma letra representam meédias que nao diferem entre si
em nivel de 5% de probabilidade. Equac&o de regressao: y = 0,1386x? -
1,0254x + 2,706.

37 R? = 0,2837

n°de plantulas

{b
0 . . " . .

0 0,1 L 20 60-
[PNS] ng.ml

Figura 11: Efeito do PNS sobre o numero de plantulas formadas apés 28 dias de
cultivo. As barras verticais representam o erro padrdo;, Simbolos
seguidos da mesma letra representam médias que nao diferem entre si

" em nivel de 5% de probabilidade. Equagio de regresséo: y = 0,1743x -
1,0897x + 2,786.
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3 . R?=0,5379

n° de plantulas

0 0,1 1 20 60
[PHPI] pg.mH

Figura 12: Efeito do PHPI sobre o numero de pléantulas formadas apds 28 dias de
cultivo. As barras verticais represéntam 0 erro padrédo; Simbolos
seguidos da mesma letra representam médias que nao diferem entre si

~ em nivel de 5% de probabilidade. Equacédo de regressao: y = 0,1607x° -
1,0093x + 3,002, |

37 R? = 0,4293

n°de plantulas

0 0,1 1 20 60
[PDSI] ng.mi?

Figura 13: Efeito do PDSI sobre o numero de plantulas formadas apos 28 dias de
cultivo. As barras verticais representam o erro padrdo; Simbolos
seguidos da mesma letra representam médias que nao diferem entre si

“em nivel de 5% de probabilidade. Equacdo de regressdo: y = 0,1729x° -
1,0231x + 2,846. -
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Quanto ao comprimento das plantulas formadas, nenhuma alteragao
estatisticamente significativa foi observada nas pléntulas cultivadas com os
polissacarideos nas diferentes concentragdes testadas. A presenca do PN, na
concentragdo 0,1 pg.ml™, inibiu o crescimento das plantulas, concentragdes maiores
néo provocaram tal efeito (Figura 14). Com relagdo ao PNS e ao PHPI, o tratamento
0,1 ug.ml”" causou a formagdo de plantulas maiores do que aquelas formadas no
grupo controle, porém, concentragdes maiores inibiram o crescimento das plantulas
formadas (Figuras 15 e 16, respectivamente). Ocorreu uma redugdo no comprimento
total das plantulas associada com presenca do PDSI no meio de cultura, em todas
as concentragbes testadas, tendo sido a inibicdo do alongamento concentragéo-
dependente (Figura 17). Embora a curva ajustada aos dados tenha indicado
evidéncia clara de que a dependéncia entre o comprimento das plantulas e a
concentrag&o do polissacarideo no meio de cultura é do tipo exponencial negativa,
nenhuma alteragdo estatisticamente significativa (p<0,05) foi encontrada para o
parémetro avaliado. A Tabela Il mostra resumidamente os dados referentes ao
efeito dos poiissac‘arideo testados, nas diferentes concentragcdes, sobre o niumero de .
plantulas e o comprimento total das plantulas formadas.
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6 R? = 0,4459

comprimento total das plantulas
(mm)
H

0 01 1 20 60
[PN] pg.mi*

Figura 14: Efeito do PN sobre o comprimento total das plantulas formadas ap6s 28
dias de cultivo. As barras verticais representam o erro padréo; Simbolos
seguidos da mesma letra representam médias que n&o diferem entre si

em nivel de 5% de probabilidade. Equag&o de regresséo: y = 0,2407x° -
1,2993x + 5,46.

10 ¢ R?2=0,4012

4 §a 2 a

comprimento total das plantulas
{(mm)
N

2 . . = i .
0 0.1 1 20 60

[PNS] ug.mi*

Figura 15: Efeito do PNS sobre o comprimento total das plantulas formadas ap6s 28
dias de cultivo. As barras verticais representam o erro padr&o; Simbolos
seguidos da mesma letra representam médias que néo diferem entre si em

nivel de 5% de probabilidade. Equagao de regresséo: y = 6,0249 e %"
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T R2=0,6274

comprimento total das plantulas
(mm)
[6)]

[PHP]] ng.mI*

Figura 16:

Efeito do PHPI sobre o comprimento total das plantulas formadas apos
28 dias de cultivo. As barras verticais representam o erro padrao;
Simbolos seguidos da mesma letra representam médias que néo
diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade. Equagdo de

regressdo; y = 5,4656 ¢ %917

R?=0,9537

comprimento total das plantulas
(mm)

0 01 4 20 60 .
[PDSH] pg.mH

Figura 17:

Efeito do PDSI saobre o compriménto total das plantulas formadas apés
28 dias de cultivo. As barras verticais representam o erro padrao;
Simbolos seguidos da mesma letra representam médias que nao
diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade. Equacao de
regressdo: y = 0,1164x* - 0,9296x + 5,602.
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Tabela lll: Efeito do PN, PNS, PHPI e PDSI sobre o ntimero de plantulas e sobre 0
comprimento total das plantulas formadas ao final do periodo de cultivo

(4° semana).

Polissacarideo  [ug.ml"J Numero de plantulas Comprimento total das plantulas
0,1 I C
1
20
60
0,1
1
20
60
0,1
1
20
60
0,1
1
20
60

PN

O OO0

PNS

PHPI

PDSI

O O O OO O O OO O O O O O O

O OO0 O 0O 0O 0O 00 0o

® Referente as concentragdes de polissacarideo utilizadas; C: igual ao grupo controle; I: inibiu (p<0,05).

A partir dos dados observados na Tabela lll, pode-se verificar que o PN e o
PNS apresentaram efeito inibitorio na formacao de plantulas. A presenca do grupo
sulfato na estrutura do polissacarideo parece n&o influenciar diretamente na
formagao de plantulas, ja que tanto o0 PNS quanto o PN inibiram significativamente a
formacao destas. Talvez as unidades de ramnose sejam importantes para esta
atividade uma vez que este monossacarideo esta presente em grande quantidade
apenas no PN e PNS. O PDSI estimulou a formagao de embrides somaticos porém

nao estimulou a formagdo de plantulas, o que pode sugerir que o processo de
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formacdo de embrides e o processo de formagdo de plantulas ocorre através de
mecanismos diferentes. Através dos gréaficos obtidos pode-se sugerir que os
polissacarideos testados, especialmente o PN e o PNS, estdo interferindo no
processo de desenvolvimento do embrido em plantulas, principalmente em baixas
concentragdes.

4.2.3 EFEITOS DOS POLISSACARIDEOS SOBRE O CRESCIMENTO VEGETAL -
MATERIA FRESCA E MATERIA SECA

Nenhuma alteracéo significativa (p<0,05) foi observada para a matéria fresca
de ceélulas, embriées e plantulas, crescidas na presenga dos polissacarideos. Foi
observada um clara tendéncia de aumento no acumulo de matéria fresca
relacionada com_a presenca do PN e PDSI no meio de cultura (Figuras 18 e 21,
respectivamente). Este aumento foi concentragdo-dependente. Para o PDSI este
aumento equivale ao aumento concentragdo-dependente do numero de embribes no
estadio cotiledonar. A presenga do PHPI no meio de cultura ndo provocou alteragées
no acumulo de matéria fresca (Figura 20). Com relagdo ac PNS, foi observado um
aumento no acumulo de matéria fresca com tratamento 60 ug.ml’ quando
comparado as outras concentragdes testadas (Figura 19). Este aumento de massa
foi devido ao maior numero de embrides na fase cotiledonar associado apenas a
este tratamento. As células diferenciadas s&o grandes, possuem citoplasma pouco
denso e com grandes vacuolos preenchidos principalmente com agua (GUERRA et.
al., 1999). Dessa maneira, como foi observado nos resultados obtidos, quanto mais
diferenciadas estdo a células, maior a quantidade de matéria fresca encontrada.

A presenca dos polissacarideos no meio de cultura resultou em redugao de
matéria seca, quando comparado ao controle, em todas as concentragées testadas.
O PN (1 pg.mi™), PNS (1 e 20 ug.mf™"), PHP! (1 ng.mi™) e PDS! (0,1, 1, 20 e 60
pg.ml‘1) causaram uma redugdo estatisticamente significativa (p<0,05) de matéria
seca, quando comparado ao controle (Figuras 18, 15, 20, e 21, respectivamente;).
Comparando-se o efeito das diferentes concentragbes de polissacarideo testadas,

observa-se que concentracées acima de 0,1 pg.ml’ ndo causaram inibigdo do
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acumulo de matéria seca além da inibigdo causada por 0,1 pg.nﬂ", indicando que
com este tratamento ocorre a redugdo maxima. O PDSI apresenta resultados
significativos (p<0,05) para todas as concentragbes testadas, este fato pode ser
devido a grande formac&o de embribes a partir de células embriogénicas. As células
embriogénicas s&o indiferenciadas, totipotentes, possuem citoplasma denso e
vaclolos pequenos, dessa maneira, apresentam maior quantidade de materia do
que as celulas diferenciadas (GUERRA et. af., 1999).
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200 R? = 0,7056

180 -

160 |

matéria fresca (mg)

140

R? = 0,8662
2

18 |

16 |

14 |

matéria seca (mg)

10

0 01 1 20 60
[PN] pg.mi

Figura 18: Efeito do PN sobre a matéria fresca (acima) e seca (abaixo) do conteudo
celular apds 28 dias de cultura. As barras verticais re'mpﬂresentam 0 erro
padr&o; Simbolos seguidos da mesma letra representam médias que néo
diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade. Equagbes de
regressdo: y = 0,25x° + 0,33x + 165,96 (matéria fresca) e y = 0,5143x? -

3,5257x + 19,47 (matéria seca).
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Figura 19: Efeito do PNS sobre a matéria fresca (acima) e seca (abaixo) do
conteudo celular apds 28 dias de cultura. As barras verticais
representam o erro padrdo; Simbolos seguidos da mesma letra
representam medias que nado diferem entre si em nivel de 5% de
probabilidade. Equacées de regresséo: y = 2,2571x? - 15,143x + 181,93
(matéria fresca) e y = 0,6071x% - 3,9129x + 19,91 (matéria seca).
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Figura 20: Efeito do PHPI sobre a matéria fresca (acima) e seca (abaixo) do
conteudo celular apdés 28 dias de cultura. As barras verticais
representam o erro padrdo; Simbolos seguidos da mesma letra
representam medias que ndo diferem entre si em nivel de 5% de
probabilidade. Equaézées de regressao: y = -0,854x + 170,21 (matéria

fresca) e y = 16,191x°%% (matéria seca).
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Figura 21: Efeito do PDSI sobre a matéria fresca (acima) e séca (abaixo) do
conteudo celular apés 28 dias de cultura. As barras verticais
representam o erro padrao; Simbolos seguidos da mesma letra
representam médias que nao diferem entre si em nivel de 5% de
probabilidade. Equacdes de regressdo: y = 3,129x + 161,2 (matéria

fresca) e y = 15,952x%%4 (matéria seca).
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4.3 DISCUSSAO GERAL

Muitos estudos tém sido realizados com o objetivo de investigar um possivel
envolvimento de polissacarideos de parede celular vegetal, proteoglicanas ligadas a
membrana celular e polissacarideos de matriz extracelular sobre o crescimento € 0
desenvolvimento vegetal. A parede celular, um~ compartimento composto
principalmente por polissacarideos (90% da parede primaria), proteinas e compostos
fendlicos, € importante para o desenvolvimento vegetal porque exerce um papel
essencial nas interagdes: (a) das células com o ambiente onde ela se encontra; (b)
entre diferentes células, tecidos e 6rgaos e; (c) no processo de crescimento e
diferenciagc&o da célula (SATOH, 1998).

As arabinoxilanas acidas estdo entre os componentes hemiceluldésicos mais
abundantes da parede celular vegetal. Os polissacarideos aqui estudados possuem
uma cadeia principal de unidades de xilose unidas por ligagéo do tipo  (1—4), com
cadeias laterais de arabinose, acido uronico e/ou ramnose. No caso do PN, a cadeia
principal de xilose é altamente substituida por unidades de arabinose, }amnose,
acido urdnico e xilose e sua estrutura € bastante ramificada, caracterizando-se como
uma heteroxilana acida. O PNS apresenta a mesma estrutura que o PN, porém com
substituicdo por grupamentos sulfato. Para caracterizacdo da estrutura quimica fina
desta molécula, analise de metilagdo e RMN-'°C devem ser realizadas. O PHPI
apresenta xilose como seu componente majoritario e tem uma estrutura complexa,
com ramificagdes principalmente de xilose, nesta molécula a quantidade de ramnose
é bem menor quando comparada ao PN. Com relacdo ao PDSI, ele tem uma
estrutura bem mais simples que o PN e o PHPI, apresenta uma cadeia linear de
unidades de xilose (cadeia principal), com algumas unidades substituidas em C-2
por arabinose ou xilose, caracterizando-se como uma arabinoxilana acida linear.

Através dos resultados preliminares encontrados neste trabalho, sugere-se
que a presenca de grupos sulfato no polissacarideo (PNS) inibe (p<0,05) a formacéo
de embriGes somaticos a partir de células de cenoura cultivadas in vitro. O
desenvolvimento dos embrides até o estadio cotiledonar foi também inibido na
presenca do PNS (1 e 20 ug.ml™). Isto pode ser sugerido ja que o PN antes do

procedimento de sulfatagdo quimica ndo apresentou o mesmo efeito biologico.
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Resultados como este ja foram encontrados por PEREIRA-NETTO et. al. (1999)
quando estudaram o efeito de uma AGP sulfatada quimicamente, porém o
mecanismo pelo qual ocorre esta inibicdo ainda nio esta elucidado. Tanto o PN
como o PNS inibiram significativamente (p<0,05) a formagao de plantulas, sugerindo
que esta atividade n&o esta apenas relacionada com a presenga de grupos sulfato.
Com relacao ao PHPI, ele ndo causou nenhuma diferenga significativa (p<0,05) no
numero total e no nimero de embrides no estadio cotiledonar formados, quando
comparado ao controle, ao final do periodo de cultivo. O PHPI possui uma estrutura
altamente ramificada mas apresenta poucas unidades de ramnose quando
comparado ao PN, o que pode sugerir que as unidades de ramnose desempenham
um importante papel na atividade do PN, ja que com a suplementagdo com este
polissacarideo ocorreu uma estimulagdo na formagdo de embrides no estadio
cotiledonar. Na presenca do PDSI, ocorreu uma ‘estimulacdo (p<0,05) tanto na
forrhagéo de embrides somaticos totais quanto na formagéo de embrides no estadio
cotiledonar, tendo sido esta estimulagdo concentragdo-dependente. O PDSI tem
uma estrutura diferente daquela encontrada para o PN, ele possui uma cadeia linear
e caracteriza-se como uma arabinoxilana menos acida do que o PN. Apesar do PDSI
ter apresentado atividade estimulatéria na formagéo de embribes somaticos, esta
atividade foi inibitéria para formacdo de plantulas, o que pode sugerir que 0s
processos de formacdo de embrides e de plantulas ocorrem de maneira
independente. _
- O mecanismo de agéo pelo qual estas moléculas  atuam ndo & conhecido.
Alguns autores sugerem que algumas moléculas suplementadas exogeneamente
podem se associar a parede celular, alterando a sua composicéo e influenciando na
sinalizacéo entre as células, resultando em um novo padrao de diferenciagéo celular
(KREUGER e VAN HOLST, 1996). Talvez os polissacarideos aqui utilizados estejam
influenciando o padréo de diferenciagdo dos embrides através de eventos envolvidos
com a parede e a matriz extracelular, interferindo nos processos de reconhecimento
e sinalizacao entre as células.

Muitos estudos mostram que a suplementagdo exdgena de polissacarideos
caracteristicos de parede celular pode ativar celulases e outras enzimas sendo que a

acdo destas enzimas pode produzir oligossacarideos que funcionam como
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moléculas sinalizadoras (oligossacarinas), como € o caso das xiloglucanas, que s&o
componentes hemicelulésicos abundantes. Oligossacarideos de xiloglucanas podem
atuar como sinalizadores no processo de desenvolvimento vegetal através de
receptores de membrana altamente especificos (McDOUGALL e FRY, 1988;
VARGAS-RECHIA et al., 1998). Assim como as xiloglucanas, os polissacarideos
utilizados neste trabalho podem estar atuando como substrato para enzimas
produtoras de oligossacarinas. Neste caso, a conformagdo do polissacarideo é
importante. O PN possui grande quantidade de ramificagdes o que dificulta a agdo
da enzima, ja o PDSI possui a cadeia linear com os sitios de ligagdo para a enzima
mais abertos onde ela pode atuar melhor, produzindo oligossacarinas sinalizadoras
que estimulam os processos de desenvolvimento e diferenciacdo dos embrides
somaticos. O PN pode estar funcionando como substrato para alguma enzima
péctica, j4 que na sua composicdo monossacaridica ele apresenta grande
quantidade de ramnose, monossacarideo comum nas pectinas da parede celular
vegetal. As oligossacarinas produzidas pelas diferentes enzimas podem atuar em
receptores de membrana e influenciar no padrdo de diferenciagdo celular. Este
“mecanismo de acgdo foi proposto para AGPs. Este tipo de atividade n&o depende "
apenas da presenca do polissacarideo, mas também do tipo de enzima presente na
parede celular (diferentes enzimas podem formar diferentes oligossacarinas) e da
presenca de receptores especificos para estas moléculas (KREUGER e VAN
HOLST, 1996).

Neste trabalho foram sugeridas relagdes entre a estrutura quimica dos
polissacarideos e o efeito fisiolégico observado sobre as células de cenoura
crescidas na presenca destes. Estudos mais especificos podem ser realizados
futuramente para se conhecer o local e o mecanismo pelo qual estas moléculas
atuam influenciando o crescimento e o desenvolvimento vegetal. Experimentos como
marcacdo radioativa dos polissacarideos testados e posterior andlise das células
vegetais (tratadas com os mesmos), sob microscopia eletronica, podem ser

realizados com o objetivo de observar o local onde estas moléculas estdo atuando.
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5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

Através do processo de sulfatagdo quimica do PN, obteve-se um polissacarideo
sulfatado (PNS) com grau de sulfatacdo (D.S.) igual a 0,7. O PNS apresenta-se
constituido por xilose, arabinose e ramnose na razdo molar de 51:25:24, similar a
composigado monossacaridica do PN. A analise deste polissacarideo por HPSEC-
MALLS mostrou um perfil homogéneo, indicando que o procedimento de
sulfatacéo ndo degradou a molécula. A massa molecular média calculada para o
PNS foi de 1,48 x 10°; , |

O PN (0,1 ug.ml™) inibe significativamente (p<0,05) a conversdo dos embrides
somaticos formados em plantulas; |

O PNS (1 e 20 pg.mi™) apresenta atividade inibitéria (p<0,05) sobre a formagéo
de embribes somaticos embora o polissacarideo ndo tenha apresentado efeito
inibitério dependente da concentragdo, especialmente com relagdo a formagéo
de embrides no estadio cotiledonar,;

A presenca do PDSI (60 pg.ml™) no meio de cultura estimula a embriogénese
somatica (p<0,05), aumentando tanto o niumero total como o nimero de embrides
no estadio cotiledonar formados, demonstrando que esta molécula apresenta
efeito modulador positivo sobre o processo de diferenciagdo em células vegetais;
Com relagédo ao comprimento das plantulas, nao fo;ram observadas diferengas
estatisticamente significativas (p<0,05) na presenga dos Apolissacérideos
testados, porém verifica-se uma clara tendéncia de inibi¢do do alongamento das
plantulas crescidas no meio de cultura com PDSI, sendo este efeito dependente
da concentragao;

Embora os polissacarideos testados ndo tenham apresentado nenhuma
diferenga estatisticamente significativa sobre o acumulo de matéria fresca, a
presenca do PN e do PDS! no meio de cultura causaram um aumento da matéria
fresca, sendo este aumento concentragao-dependente;

Todos os polissacarideos , em quaisquer das concentracdes testadas, causaram
uma reducdo da matéria seca acumulada. O PN (1 pg.ml™), PHPI (1 pg.mi") e

PDSI (0,1, 1, 20 e 60 pug.ml™") reduziram significativamente (p<0,05) o acimulo de
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matéria seca, sendo que esta reducdo é maxima em baixas concentragdes e se
mantém constante em concentragées mais altas destes polissacarideos;
Diferentes aspectos da estrutura quimica do polissacarideo, como presenca de
grupos sulfato, composi¢ido monossacaridica e conformagéo da cadeia (linear ou
ramificada) parecem influenciar no efeito fisioldgico relacionado com estas
moléculas.
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ANEXO 1

Testes estatisticos relacionados ao PN

ANALISE DE VARIANCIA - n° total de embrides (1°, 2°, 3° e 4° semana)

52

Fonte G.L SQ QM F prob.
PN 4 0,2410256 |0,060256 0,3124 0,8683
Erro 47 9,0666667 |0,192908

Total 51 9,3076923

PN 4 2035,2895 |508,822 3,3275 0,0178
Erro 46 7034,1222 [152,916

Total 50 9069,4118 | .

Erro 46 70984,45 1543,14

Total 50 106592,71

PN 4 4527,03 1131,76 0,4743 | 0,7544
Erro 46 109770,66 |2386,32

Total 50 114297 ,69
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ANALISE DE VARIANCIA - n° de embrides no estadio cotiledonar (2°, 3° e 4°

semana)

Fonte G.L SQ QM F prob.
PN |4 |2868758 |7,17190 |1,3494  |0,2662
Erro 46 244 48889 |5,31498

Total 50 273,17647

PN I 1421,0307 105258  |2,7428  |0,0396
Erro 46 1765,3222 38,377

Total 50 2186,3529

PN 836,6402 209,160  |2,7636  |0,0385
Erro 46 3481,5167 75,685

Total 50 4318,1569

ANALISE DE VARIANCIA - n° de plantulas (2°, 3° e 4° semana)

Fonte G.L SQ QM F prob.
Erro 46 17,938889 |0,389976

Total 50 18,627451

Erro 46 84,350000 |1,83370

Total 50 89,686275

PN 4 22,01026 5,50256 2,3932 0,0638
Erro 47 108,06667 {2,29929

Total 51

130,07692




ANALISE DE VARIANCIA - matéria fresca (4° semana)

54

Fonte G.L. SQ QM F prob.
Erro 47 17410,000 |370,426

Total 51 17906,308

ANALISE DE VARIANCIA - matéria seca (4° semana)

Fonte G.L SQ QM F prob.
PN 4 7440769 |18,6019 1,5964 0,1909
Erro 47 54765000 |11,6521

Total 51 622,05769

ANALISE DE VARIANCIA - comprimento total das plantulas (4° semana)

Fonte G.L. SQ QM F prob. |
.

PN 4 ' 9,15839 2,28960 0,4769 0,7525

Erro 51 244 84161 |4,80082

Total 55 254,00000




ANEXO 2

Testes estatisticos relacionados ao PHPI

ANALISE DE VARIANCIA - e total de embrides (1°, 2°, 3° e 4° semana)

55

Fonte G.L SQ QM F prob.
4 |0,764103 |0,191026 |
Erro 47 15,466667 |0,329078

Total

51

16,230769

847 753

211,938

Erro a7 9694767 206,272

Total 51 10542,519

PHPI |4 11520495 380,124  |0,4054 _ |0,8038
Erro 46 43130250 |937.614

Total 50 44650,745

PHPI T4 1943804  |2359.51  |0,8640  |0,4929
Erro 45 122895,74 | 2731.02

Total 49 132333,78
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ANALISE DE VARIANCIA - n° de embriées no estadio cotiledonar (2°, 3° e 4°

semana)

Fonte G.L SQ QM F prob.
PHPI 4 850256  |2,12564  |0,5733 0,6833
Erro 47 17406667 |3,70780

Total 51 182,76923

PHPI |4 |6046307 |151,158  [3,1017  |0,0242
Erro 46 52417202 |48.733

Total 50 2846,3500

PHPI |4 1369389 |92347  |0.1481  |0,9629
Erro 45 28055611 |62,3458

Total 49 5842,5000

ANALISE DE VARIANCIA - n° de plantulas (2°, 3° e 4° semana)

Fonte G.L SQ QM F prob.
PHPI 4 0,3102564 |0,077564 |1,4485 0,2330
Erro a7 55166667 |0,053546
[Total 51 28269231

PHPI |4 |4173529 |1,04338 |08183  |0,5201
Erro 46 58.650000 |1.27500

Total 50 62823529

PHPI 4 726444 181611  |0,5697 0,6859
Erro 45 143,45556 |3,18790

Total 49 150,72000




ANALISE DE VARIANCIA - matéria fresca (4° semana)

57

Fonte G.L SQ QM F prob.

PHPI 4 1478,531 |369,633 0,6786 0,6103

Erro 46 25055,822 |544,692

Total 50 26534,353

ANALISE DE VARIANCIA - matéria seca (4° semana)

Fonte G.L SQ QM F prob.

PHP!I 4 38,02647 9,506'55 1,7552 0,1542

Erro 46 249,15000 |5,41630 o
Total 50 287,17647

ANALISE DE VARIANCIA - comprimento total das plantulas (4° semana)

Fonte G.L. SQ QM F prob.
PHPI 4 33,85411 8,46353 1,6540 0,1700
Erro 73 373,53050 |5,11686

Total 77 407,38462




ANEXO 3

Testes estatisticos relacionados ao PDSI

ANALISE DE VARIANCIA - n° total de embrides (1°, 2°, 3° e 4° semana)

58

G.L

Fonte SQ QM F prob.

PDSI 4 0,364103 |0,091026 |0,3085 0,8708
Erro 47 13.866667 |0,205035

Total 51 14,230769

PDSI 4 2395333 |598,833  |3,1187 0,0235
Erro 47 9024.667 192,014

Total 51 11420,000

PDSI |4 2449379 612345  |3.2164 0,0205°
Erro 47 8947985 |1903,82

Total 51 113973.44

PDSI 4 7018029 |175451  |3,5722 0,0128
Erro 46 525932,80 49116

Total 50 296113,18




ANALISE DE VARIANCIA - n° de embriGes no estadio cotiledonar (2°, 3° e 4°

59

semana)

Fonte G.L. SQ Qm F prob.
PDS T4 [53,46026  |13,3651  |2,3320 0,0695
Erro 47 269,36667 |5,7312

Total 51 322,82692

PDSI T4 12350103 |58.7526 09775  |0.4289
Erro 47 2825 0667 |60.1078

Total 51 3060,0769

PDSI 4 13159.7931 |789.048  |6,8475  |0,0002
Erro 46 53067167 |115,363

Total 50 8466 5098

ANALISE DE VARIANCIA - n° de plantulas (2°, 3° e 4° semana)

Fonte G.L SQ QM F prob.
M
PDSI 4 0,1064103 |0,026603 06882 0.6037
Erro 47 108166667 |0,038652

Total 51 19230769

PDSI |4 |12.992308 |324808 19969  |0.1104
Erro 47 76,450000 |1.62660

Total 51 89,442308

PDSI 4 9,96601 249150 07817 0,5429
Erro 46 14662222 |3,18744

Total 50 156 58824




ANALISE DE VARIANCIA - matéria fresca (4° semana)

60

Fonte G.L. SQ QM F prob.
PDSI 4 1433,533 358,383 0,6744 0,6131
Erro 46 24444389 |531,400

Total 50 25877,922

ANALISE DE VARIANCIA - matéria seca (4° semana)

Fonte G.L. SQ QM F prob.
PDSI 4 5870621 (14,6766  [2,2805 0,0749
Erro 46 296,03889 |6,4356 |

Total 50 354,74510

ANALISE DE VARIANCIA - comprimento total das plantulas (4° semana)

Fonte G.L. SQ QM- F prob.
PDSI |4 |1431423 |257856  |0,959%  |04350 |
‘|Erro 72 268,49097 |3,72904

Total 76 282,80519




ANEXO 4

Testes estatisticos relacionados ao PNS

ANALISE DE VARIANCIA - n° total de embrides (1°, 2°, 3° e 4° semana)

61

Fonte G.L. SQ QM F prob.
PNS 4 1,164103 0,291026 0,9078 0,4671
Erro 47 15,066667 |0,320567

Total 51 18,230769

PNS 4 1820,1833 |455,046 4,4265 0,0041
Erro 47 4831,5667 | 102,799

Total 51 6651,7500
PNS 4 - 6096,973 15624,24 1,2973 0,2847

Erro 47 55220,950 |1174.91

Total 51 61317,923
PNS |4 |3202703 805676  |5,2586 0,0014
Erro 47 7200067 153212

Total 51 10423669




ANALISE DE VARIANCIA - n° de embrides no estadio cotiledonar (2°, 3° e 4°

semana)

Fonte G.L. SQ QM F prob.
PNS 4 48783333 12,1958  [1,8552  |0,1341
Erro a7 308,96667 |6,5738

Total 51 357,75000

PNS |4 17148256 |178706  |3,2683 0,019
Erro a7 2569,8667 | 54,678

Total 51 3284,6923 '

PNS 4 1794,2641 | 448,566 6,7041 0,0002
Erro 47 3144,7167 |66,909
Total 51 4938,9808

-~

ANALISE DE VARIANCIA - n° de plantulas (2°, 3° e 4° semana)

Fonte G.L. SQ Qm F prob.
M

PNS 4 0,2025641 |0,050641 03768  |0,8240
Erro a7 16,3166667 |0,134397

Total 51 6,5192308

— |4 |7.07692  |1.99423  [1,0095 04122
Erro a7 92,85000 | 1,97553

Total 51 100,62692

PNS 4 16,65641 [4,16410  |1,6007  |0,1898
Erro a7 122,26667 |2,60142

Total 51 138,92308




ANALISE DE VARIANCIA - matéria fresca (4° semana)

63

Fonte G.L. SQ QM F prob.
PNS 4 1306.300  |326,575 0,6414 0,6358
Erro 45 22912,200 [509,160

Total 49 24218,500

ANALISE DE VARIANCIA - matéria seca (4° semana)

Fonte G.L. SQ QM F prob.
PNS 4 64,37000 [16,0925 1,9702 0,1153
Erro 45 367,55000 [8,1678

Total 49 431,92000

ANALISE DE VARIANCIA - comprimento total das plantulas (4° semana)

Fonte G.L. SQ QM F prob.
PNS 4 27,90054 6,97514 1,9698 0,1096
Erro 65 230,17089 |3,54109

Total 69 258,07143
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ANEXO 5

ESPECTROS DE RMN-C'>DO PN, PHPI E PDSI

729
L 72.6
-70.5

-69.2
-67.7

-63.8

-65.8
-62.2

-721

-65.0

ppm 110 100 90 80 70

Espectro de RMN-"C (110 até 60 ppm) do polissacarideo nativo (PN) (100,61 MHz,
D20, 323 K).

pom I |
Espectro de RMN-">C (regido de C-1) do polissacarideo parcialmente hidrolisado

(PHPI) (100,61 MHz, D20, 323 K).
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Espectro de RMN-">C (110 até 60 ppm) do polissacarideo degradado (PDSI) (100,61
MHz, NaOD- D,0, 323 K).



