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RESUMO

A embriogénese somatica € uma técnica de clonagem de alta eficiéncia, na qual, a
partir de qualquer tecido vegetal e sob condi¢gdes adequadas, ocorre um processo de
desdiferenciagao e rediferenciagao celular com a consequente formagao de embrides
somaticos. Dentre os gargalos da técnica, observa-se que ao permanecerem em
proliferagcdo por mais de dez repicagens as massas pro-embriogénicas (MPESs)
apresentam perda de competéncia embriogénica (CE), que pode estar relacionada a
processos epigenéticos. Além disso, devido a baixa taxa de indugéo de massas pro-
embriogénicas (MPEs) a partir de megagametofitos imaturos observada para as
coniferas, os protocolos ainda necessitam de ajustes, podendo a temperatura ser um
fator determinante. Como objetivos deste trabalho sdo elencados: avaliar o efeito (i)
da temperatura e do gendtipo na embriogénese somatica em Pinus taeda (Pt) e Pinus
elliottii x P. caribaea var. hondurensis (PEXPCH); e (ii) do agente hipometilante
azacitidina (5-azaC) na reaquisi¢ao da CE nas linhagens ECL02 e ECLO0S do hibrido
PExPCH. Para o experimento (i), megagametdéfitos de 5 gendtipos de Pt foram
submetidos as temperaturas 15°C, 23°C e 28°C e ainda a choque térmico de 60°C por
5 min seguido de incubacao a 23°C. Apdés 10 semanas no escuro, foram avaliados
quanto a taxa de indugcdo de MPEs e oxidagcdo, além da proliferacdo por sete
semanas. Em (ii), MPEs permaneceram em subcultivo por 17 meses, 500 mg dessas
foram expostas ao 5-azaC nas concentragdes de 50 e 150 yM por 10 dias em meio
de cultura ou cultivadas em meio controle desprovido de 5-azaC em quadruplicata
para cada concentracdo. As coletas foram realizadas durante o experimento no
terceiro e décimo dia, na sequéncia se procederam as analises de citoquimica com
carmim acético e azul de Evans, assim como, para ECL05, metabolémica via CG-EM.
Em ambos os experimentos, as MPEs seguiram para analise de expressao dos genes
relacionados a totipoténcia Somatic Embryogenesis Receptor Kinase 1 (SERK1) e
Leafy Cotyledon 1 (LEC1) via RT-gPCR. Os dados foram analisados pelo teste de
Kruskall-Wallis (p < 0,05). Como resultado de (i), observou-se que a indu¢cao de MPEs
nao foi afetada pelas temperaturas aplicadas. O efeito do gendtipo foi significativo (p
< 0,01) na indugdo e os niveis de expressdao de SERK7 e LECT aumentaram
expressivamente nos tratamentos a 28°C e 60°C. No segundo experimento (ii), a
reaquisicdo da CE em ECLOS5 foi identificada apds exposi¢cao ao agente 5-azaC na
concentragao 150 uM em todas as analises. Neste caso, foi observado o aumento de
células embriogénicas, de metabdlitos relacionados a CE e da expressao dos genes
de interesse. Quanto a ECL02, na analise citoquimica nao foi observado o aumento
de células embriogénicas com a exposig¢ao ao 5-azaC e a analise de expressao génica
confirmou esse resultado. Desse modo, foi possivel a selegao de gendtipos com maior
potencial embriogénico. Os resultados obtidos para a linhagem ECL05 sugerem que
o agente 5-azaC pode ser efetivo na reaquisi¢cao da CE.

Palavras-chave: Biotecnologia. Coniferas. MetilacaGo do DNA. Potencial
embriogénico.



ABSTRACT

Somatic embryogenesis is a highly efficient cloning technique, in which, from any plant
tissue and under suitable conditions, a process of cell dedifferentiation and
redifferentiation occurs, with the formation of somatic embryos. Among the bottlenecks
of the technique, loss of embryogenic competence (EC) is observed when pro-
embryogenic masses (MPEs) remain in proliferation medium for more than ten
subcultures, which may be related to epigenetic processes. Furthermore, due to the
low induction rate observed for conifers, the protocols still need to be adjusted, and
temperature may have a decisive influence. The objectives of this work were: to
evaluate the effect (i) of temperature and genotype on somatic embryogenesis in Pinus
taeda (Pt) and Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis (PExPCH); and (ii) of the
hypomethylating agent 5-azacytidine (5-azaC) in the CE reacquisition for the ECL02
and ECLO5 lines of the PExXPCH hybrid. For experiment (i), megagametophytes from
5 Pt genotypes were subjected to temperatures of 15°C, 23°C and 28°C and heat
shock at 60°C for 5 min followed by incubation at 23°C. After 10 weeks in the dark, the
initiation rate of MPEs and oxidation were evaluated, in addition to proliferation for
seven weeks. In (ii), MPEs remained in subculture for 17 months, and then 500 mg of
these were exposed for 10 days to 5-azaC added to the culture medium at 50 and 150
MM as well as a control without 5-azaC, in quadruplicate for each concentration. After
the third and tenth day samples were collected and submitted to cytochemical analyzes
with acetic carmine and Evan's blue, as well as, for ECL05, metabolomic analyses via
CG-EM. In both experiments (i and ii), the expression analysis of genes related to
Somatic Embryogenesis Receptor Kinase 1 (SERK1) and Leafy Cotyledon 1 (LEC1)
were carried out via RT-qPCR. Data were analyzed using the Kruskal-Wallis test (p <
0.05). As a result of (i), it was observed that the induction of somatic embryogenesis
was not affected by the temperature. The effect of genotype was significant (P < 0.01)
on induction rate and the expression levels of SERK1 and LEC1 increased significantly
in treatments at 28°C and 60°C. In the second experiment (ii), the reacquisition of EC
in ECLOS was observed after exposure to the agent 5-azaC at a concentration of 150
MM in all analyses, where an increase in embryogenic cells, EC-related metabolites
and expression of the genes of interest were observed. For ECL02, the cytochemical
analysis did not show an increase in embryogenic cells with exposure to 5-azaC and
the gene expression analysis confirmed this result. Thus, it was possible to select
families with higher embryogenic potential. The results observed for ECL05 suggest
that 5-azaC can be effective in the reacquisition of EC for PExPCH.

Keywords: Biotechnology. Conifers. DNA methylation. Embryogenic potential.
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1 INTRODUGAO

A cadeia produtiva brasileira de base florestal plantada possui atividade
econdmica complexa com elevada demanda internacional. Constitui um ramo
com diversificados produtos, segmentos e aplicagdes industriais com destaque
para as madeiras de Pinus e Eucalyptus. Dentre as espécies de Pinus cultivadas
estado P. taeda e P. elliottii utilizadas para fins industriais, representando 74% da
area de floresta plantada no Parana. Assim como, visando o reflorestamento,
emprega-se P. caribaea var. hondurensis (APRE, 2018, 2020; IBA, 2020).

Dentre as atividades econdémicas no Brasil, duas grandes areas
contemplam a cadeia produtiva de arvores plantadas: a agropecuaria, com
representatividade dentro do setor de 4,4% em 2020. E a industria da
transformacao a qual fabrica produtos de madeira, produzindo celulose, papel e
produtos de papel. A participacao total das exportagdes destes produtos foi de
4,8% no mesmo ano, apesar do comeércio internacional ter sofrido um grande
impacto devido a pandemia causada pelo virus COVID-19. No cenario mundial,
o Brasil € o maior exportador de celulose e apresenta um expressivo crescimento
na exportacdo na ultima década (IBA, 2021).

O melhoramento genético em coniferas possibilita a elaboragdo de
variedades resistentes a doencas (YANG et al., 2020), a seca (MATALLANA-
RAMIREZ et al., 2021) e auxilia na recuperacéo de florestas (SONG et al., 2020).
Possibilitando que este seja otimizado, a embriogénese somatica (ES) reduz o
tempo de producao pela rapida propagacao dos vegetais em comparagao aos
métodos tradicionais. Sendo realizada com sucesso, os genotipos de elite sao
selecionados para a implementagao da silvicultura clonal em larga escala (LI &
DUNGEY, 2018; SONG et al., 2020; WALTHER et al., 2022).

A ES é o processo no qual o embrido se desenvolve a partir de um tecido
vegetativo ou reprodutivo e sob condi¢cdes apropriadas este € convertido em uma
planta inteira e funcional (ELHITI, 2013; GUAN et al., 2016; PULLMAN, 2018).
Dentre as coniferas, as condigdes fisicas e quimicas sao fatores que demandam
atencéo central nos estudos com a ES (GUAN et al., 2016; PULLMAN, 2018). A
temperatura é indicada como determinante nessa fase do desenvolvimento. Pela
utilizagcao da temperatura como fator de estresse na fase de indugéo da ES, é

possivel gerar um efeito de “memdria” pelo mecanismo epigenético nomeado
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priming effect (LAMKE & BAURLE, 2017; SOW et al., 2018; TRONTIN et al.,
2021).

Em diversas espécies, contudo, observa-se uma relagao progressiva da
perda de competéncia embriogénica (CE) em linhagens celulares embriogénicas
com o aumento de subcultivos em mais de dez meses (BRETON et al., 2006;
KLIMASZEWSKA et al., 2007, 2009). A CE é associada a baixos niveis de
metilacdo do DNA e relatos indicam que esta pode ser readquiria por meio de
agentes epigenéticos como a 5-azacitidina (5-azaC; OSORIO-MONTALVO et al.,
2018).

A investigagdo da ES apds exposicdo a diferentes regimes de
temperatura e sob agao do agente hipometilante 5-azaC se faz necessaria, visto
que ha uma lacuna na literatura no que se refere a aspectos em nivel celular e
molecular. Sendo assim, este trabalho teve como objetivos: (i) elucidar os efeitos
da aplicacao de diferentes regimes térmicos e do genétipo na indugao de massas
pré-embriogénicas (MPEs) de Pinus taeda e Pinus elliottii x P. caribaea var.
hondurensis; e (ii) compreender os efeitos da aplicacdo de 5-azaC na
proliferacdo de MPEs de Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis visando

reaquisicéo da CE.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA ECONOMICA DO SETOR

O segmento brasileiro de silvicultura utiliza majoritariamente espécies
dos géneros Pinus e Eucalyptus, sendo mundialmente conhecido por sua alta
produtividade. As condigdes edafoclimaticas promissoras favoreceram
principalmente as regides Sul e Sudeste, onde se localizam atualmente
importantes polos industriais e a infraestrutura logistica necessaria, totalizando
69,21% das areas de florestas plantadas no Brasil (APRE, 2020; IBA, 2020).

Constituindo um ramo com diversificados produtos, segmentos e
aplicagdes industriais, essa cadeia produtiva possui atividade econdmica
complexa. Essa fornece toras para os segmentos industriais de papel e celulose;
compensados (MDF, MDP e OSB); madeira serrada - para fabricagao de moveis;
energia — uso da biomassa residual na geragdo de vapor e energia; produtos
com maior valor agregado como portas, janelas, molduras e papéis especiais.
Neste caso a madeira de Pinus é valorizada por ser de fibra longa, conferindo
maior resisténcia fisica e possuindo melhor absor¢cdo de tintas, visando a
impressao grafica (EMBRAPA, 2014; APRE, 2018, 2020).

O sucesso do setor levou a significativos avangos na pesquisa em
melhoramento e no desenvolvimento de técnicas silviculturais, tanto por
universidades, quanto pelas iniciativas publica e privada. Assim, o investimento
na inovacdo em produtos e processos desde a matéria-prima até a gestdo de
residuos se apresenta relevante, possibilitando a ampliacdo do mercado para
além dos produtos j& consolidados (APRE, 2020; IBA, 2020).

Os produtos brasileiros de base florestal tém grande demanda
internacional, tendo como principais destinos Estados Unidos e China com
59,4% do valor total exportado, seguido de Paises Baixos 8,7% e ltalia 8,6%
(APRE, 2020). Em relagao aos indicadores econémicos, no ano de 2019 o setor
de arvores plantadas teve participagao de 1,2% no PIB total brasileiro e saldo de
US$10,3 bilhdes na balanga comercial (IBA, 2020).
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O aquecimento global também é uma pauta importante. De acordo com
Pérez-Oliver et al. (2021), este sera desafiador para espécies florestais e as
coniferas podem estar entre as que serdo mais afetadas devendo se ajustar a
climas mais quentes. Com a importancia deste setor, novas tecnologias devem
ser desenvolvidas e aplicadas para ampliar os conhecimentos sobre as

especies, assim como, aprimorar as cadeias produtivas.

A combinagcdo das tecnologias de embriogénese somatica e
criopreservagao de germoplasma a longo prazo sao citadas por Klimaszewska
et al. (2011) por oferecem vantagens relevantes para a produtividade florestal
por meio da silvicultura clonal. Li e Dungey (2018) indicam que o uso combinado
de ferramentas de implantacdo, como enxerto de copa e embriogénese,
juntamente a selegdo genémica aceleram a entrega de ganho genético a floresta

possibilitando melhorias em um prazo reduzido.

2.2 EMBRIOGENESE SOMATICA

Entre as faner6gamas a dupla fertilizagao resulta no estabelecimento do
zigoto unicelular e do endosperma, o desenvolvimento subsequente desse
zigoto até a formagéo de um embrido € nomeado embriogénese (HAND et al.,
2016). A embriogénese também pode ocorrer sem que haja a fertilizagao, sendo
a embriogénese somatica uma das possibilidades de formacdo de embrides
assexuados in vivo ou in vitro (SMERTENKO & BOZHKOQV et al., 2013; HAND
et al., 2016).

O termo embriogénese somatica (ES) aponta a similaridade morfologica
dessa via de regeneracdao vegetativa para com a embriogénese zigdtica
(WINKELMANN, 2016). A fascinante via da ES foi descrita em cenoura por
Reinert (1958) pela primeira vez ha mais de 60 anos e ocorre a partir de
estruturas bipolares derivadas de uma ou algumas células de origem somatica
(PULLMAN, 2018).

E definido ES como um processo no qual o embrido se desenvolve de
maneira assexuada a partir de um tecido vegetativo ou reprodutivo, ou seja, uma

célula vegetal pode se desdiferenciar em uma célula-tronco embrionaria
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totipotente e, sob condigdes apropriadas, originar um embrido que se desenvolve
em uma planta inteira e funcional. In vitro as células somaticas adquirem a
competéncia embriogénica como resultado de estimulos quimicos e fisicos
impostos durante o processo de desdiferenciagcao (ELHITI et al., 2013; GUAN et
al., 2016; PULLMAN, 2018).

Em coniferas, a ES in vitro ocorre por meio de quatro etapas: (i) iniciagéo
ou indugéo, (ii) multiplicagédo ou proliferacao, (iii) maturacdo de massas pro-
embriogénicas em embrides somaticos e (iv) conversao destes em plantulas
(PULLMAN, 2018). Sendo possivel criopreservar as células nas etapas de
proliferagcdo de massas pré-embriogénicas ou de embrides maduros, visando o
armazenamento das culturas (PULLMAN, 2018).

Devido as embriogéneses zigotica e somatica compartilharem elevada
similaridade em muitos estagios do desenvolvimento (Figura 1), a ES se tornou
um sistema modelo importante para estudar a embriogénese em nivel molecular,
celular e tecidual. As vantagens praticas da ES estdo em possibilitar a redugao
do tempo de producgao para plantas de alto valor comercial, facilitar a aplicagéo
da engenharia genética e a produgao comercial de hibridos (WILLEMSEN &
SCHERES, 2004; PULLMAN, 2018).

Figura 1. Estadios morfolégicos da embriogénese somatica em gimnospermas
(Piceacea). Adaptado de Smertenko e Bozhkov (2014).
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Em Pinus spp. os protocolos para a fase de indugdo na ES estéo
relativamente mais avancados, contudo, a maturacdo de massas pro-
embriogénicas em embrides somaticos cotiledonares normais apresenta
desafios recorrentes (MONTALBAN et al., 2016; WINKELMANN, 2016). S&o
apresentados problemas como baixa producao de embrides em P. pinea e P.
kasiya, assim como, a morfologia anormal desses ou 0 ndo desenvolvimento da
raiz (LIN et al., 2002; BRETON et al., 2005; YILDIRIM et al., 2006; CHOUDHURY
et al., 2008; CARNEROS et al., 2009).

As condigbes fisicas e quimicas séo fatores que demandam atencao
central nos estudos com a ES com coniferas. Sendo assim devem ser realizados
estudos para analisar o efeito das condicdes de cultivo em espécies de Pinus.
Apesar dos desafios, é esperado que a ES desempenhe um importante papel no
futuro para auxiliar a silvicultura clonal, a sustentabilidade e a uniformidade dos
plantios comerciais (MONTALBAN et al., 2016; PULLMAN, 2018).

2.2.1 Aspectos genéticos e epigenéticos da embriogénese somatica

O termo inducao de células embriogénicas pode ser utilizado para se
referir a todos os eventos de reprogramacao de uma célula diferenciada. Porém,
recentemente essa etapa foi dividida em fases, sendo estas: desdiferenciacao,
aquisicao de totipoténcia e comprometimento em células embriogénicas
(SMERTENKO & BOZHKQV, 2014; WINKELMANN, 2016).

Sendo pré-requisito para obter competéncia embriogénica, a
desdiferenciagdo das células somaticas resulta em reprogramagao genética,
perda do destino celular e mudanga para células meristematicas (totipotentes).
Essa etapa é de decorréncia multifatorial, porém é discutido que estresses
devido a ferimento, separacao do tecido circundante, condi¢des de cultura in vitro
e presenca de auxina possuem um papel central na desdiferenciacdo (FEHER
et al., 2003; WINKELMANN, 2016).

Quanto a aquisicdo de totipoténcia, 25 genes candidatos foram
associados a expresséo da totipoténcia celular (ELHITI et al., 2013). Estes

autores identificaram fun¢des destes genes durante a transcrigéo, transdugao de
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sinal, modificacbes pds-traducionais, respostas a horménios vegetais, reparo e
metilagcdo do DNA e, pela primeira vez, fosforilagdo de proteinas e sinalizagéo
do acido salicilico. Neste mesmo estudo também foi verificado que o
comprometimento em células embriogénicas possui envolvimento de genes para
transducao de sinal, organizagao de microtubulos, metilagédo do DNA, regulagao
da transcricdo, apoptose e sinalizagdo mediada por hormdnios vegetais. A
identificacao dessas informacdes por Elhiti e colaboradores foi realizada através
de abordagem bioinformatica utilizando o banco de dados de interconexdes
CCSB (Center of Cancer Systems Biology) e Arabidopsis thaliana como modelo

vegetal.

Comparado com A. thaliana, o entendimento do mecanismo molecular
que regula a ES em espécies florestais € laborioso em razado do grande tamanho
dos genomas (BIROL et al., 2013; NYSTEDT et al., 2013; NEALE et al., 2014;
ZIMIN et al., 2017). Com isso, a identificagdo de genes chave durante a ES
nessas espeécies € valiosa para orientar a descoberta da rede regulatéria em
espécies florestais. Doze genes relacionados a ES foram apresentados por Elhiti
et al. (2013), dentre esses os mais conhecidos estdo nas fases de (i)
diferenciacao celular: PRC1 - polycomb repressive complex 1; (ii) expressao de
totipoténcia: SERK1 - somatic embryogenesis receptor-likekinase 1, LEC1 -
leafy cotyledon 1, WUS — wuschel;, e (iii) comprometimento em células

embriogénicas: CDKA - cyclin-dependent kinase A.

Em literatura é recorrente a citacdo da familia de genes SOMATIC
EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE (SERK) como codificadora para
enzimas quinases, as quais sao altamente conservadas e regulam respostas
celulares e fisiologicas pela fosforilagdo de diferentes substratos (HE et al.,
2018). A busca por genes marcadores indicando a transicdao de células
somaticas para células embriogénicas resultou na identificacdo de SERK, tendo
a primeira observacgao da sua expressao transitéria sido realizada por Schmidt
et al. (1997) em uma cultura embriogénica derivada do explante de hipocétilo de

Daucus carota.

A expressdo de homologos de SERK em células embriogénicas de
coniferas foi relatada em Araucaria angustifolia (STEINER et al., 2012), Pinus
radiata (BRAVO et al., 2017), Picea glauca (KLIMASZEWSKA et al., 2011) e
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Picea balfouriana, e foi sugerido o uso de SERK como marcador molecular
putativo dos estadios iniciais da ES (LI et al., 2014).

Dentre os genes citados, foram identificados em A. thaliana alguns tipos
que codificam para fatores de transcrigao realizando regulagao positiva na ES.
O primeiro € LEAFY COTYLEDON (LEC) - AtLEC1 e AILEC2. Apresentando a
relevancia desse para o processo, estudos apontaram que a expressao ectopica
(i.e., expressao anormal) de A{LEC1 é suficiente para induzir a embriogénese
somatica a partir de células vegetativas (LOTAN et al., 1998; GAJ et al., 2005).
Assim como, indicam que AtLEC1 atua como regulador central na determinagéo
do destino celular e em diversas vias de sinalizagdo como as de expressao em
resposta a estresses abioticos tanto na embriogénese zigotica quanto somatica
(BRAYBROOK & HARADA, 2008; JUNKER et al., 2012; RADOEVA & WEIJERS,
2014; HUANG et al., 2015). As funcbes de AILEC2 estdo relacionadas a
regulacao da ES por meio da repressao da expressao do gene Gibberellin3-beta-
dioxygenase?2 (AtGA30x2) e ao estimulo da via da auxina através da regulacao
positiva de genes relacionados a sua biossintese (CURABA et al., 2004,
BRAYBROOK et al., 2006; STONE et al., 2008; GUAN et al., 2016).

Em coniferas ha relatos da expressao de homélogos de LEC analisados
por Uddenberg et al. (2011) apos tratamento com o inibidor de histona
desacetilase em Pinus sylvestris e Picea abies sugerindo uma possivel ligagéo
entre a estrutura da cromatina e a expressdo de genes relacionados a
embriogénese. Também sao relatados estudos em Pinus contorta (PARK et al.,
2010), Picea glauca (KLIMASZEWSKA et al., 2011) e Araucaria angustifolia
(SCHLOGL et al., 2012).

A segunda classe de fatores de transcricdo com regulagao positiva inclui
AGAMOUS-like 15 (AtAGL15). Foi demonstrado que sua superexpressao
ectopica aumentou a taxa de iniciacao de ES a partir de meristema apical aéreo
de Arabidopsis (HECK et al., 1995; HARDING et al., 2003). BABYBOOM
(AtBBM) se enquadra no terceiro tipo, induzindo a formacdo de massas
embriogénicas a partir de folhas e cotilédones por meio de sua expressao
ectopica (BOUTILIER et al., 2002). E o quarto tipo de fatores de transcricéo é
constituido por uma familia de genes nomeada WUSCHEL-related homeobox
(WOX), atuando na ES pela ativacao de genes AtLEC (ZUO et al., 2002; WANG
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et al., 2009). Dessa familia, o AtWUS opera na padronizagao embriogénica e na
manutencgao de células totipotentes, sendo sugerido que AIWUS possui fungdes
especializadas em variadas fases do desenvolvimento nos vegetais (GALLOIS
et al., 2004; SU et al., 2009; GUAN et al., 2016).

Por outro lado, muitos repressores atuam na embriogénese somatica,
dentre esses estédo as proteinas B3 VP1 / ABI3-LIKE (AtVAL) as quais podem
suprimir a transcricdo de genes embrionarios por processos epigenéticos via
ubiquitinagdo da histona H2A (H2Aub) pelo recrutamento do complexo
repressivo Polycomb 1 (AtPRC1); bem como, manter a repressdao por
trimetilacao na lisina 27 da histona H3 (H3K27me3) mediada por AtPRC2 (YANG
et al., 2013 GUAN et al., 2016).

Esses complexos repressivos também desempenham um papel critico
na transigcdo do estado embriogénico a pds-embriogénico via supressdo da
expressdo de genes AfLEC (CHEN et al,, 2010; BOUYER et al.,, 2011); na
prevencao de desdiferenciacdo de células somaticas maduras em raizes de A.
thaliana por parte de AtPRC2. Foi identificado que mutantes ectépicos de
AtPRC2 produzem calos e embrides somaticos espontaneamente em cultura de
tecidos (CHANVIVATTANA et al., 2004). Assim como, ha estudos indicando que
quando a repressao epigenética por AtPRC2 é removida, as células totalmente
diferenciadas também podem se desdiferenciar e produzir embrides somaticos
(IKEUCHI et al., 2015; GUAN et al., 2016). Dessa forma, o uso de agentes que
possibilitam a modulagdo do epigenoma vem sendo investigado para a
otimizagao de gargalos na técnica de ES.

2.2.2 Efeito da azacitidina na reaquisi¢ao de competéncia embriogénica

O termo epigenética se refere a variagdes na expressao génica, as quais
sdo independentes da mudanca da sequéncia do DNA. Dessa forma, os
processos de metilagcdo do DNA e das modificacbes das proteinas histonas na
cromatina controlam a programacao genética de um organismo por impossibilitar
0 acesso de fatores e da maquinaria de transcricdo pela compactacado da
cromatina (CHENG, 2014; DE-LA-PENA et al., 2015; KUMAR & STADEN, 2017).
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Metilagao do DNA se refere a adicdo de um grupamento metil na posicao
5’ do anel de pirimidina (6mC) em residuos de citosina, i.e., em citidinas, no DNA.
Em diversos organismos essa ocorre nas ilhas CpG (citosina adjacente a
guanina); contudo, nas plantas, também é encontrada em sequéncias de bases
CG e CHG e das sequéncias de nucleotideos CHH sendo considerada mais
complexa nos vegetais (H = Adedina, Timina ou Citosina; DE-LA-PENA et al.,
2015; KUMAR & STADEN, 2017).

Os mecanismos epigenéticos, a expressao génica e os padroes
metabdlicos sdo orquestrados por diferentes condicoes enddégenas e exégenas
ao explante, podendo alterar a natureza deste (OSORIO-MONTALVO et al.,
2018). Pela compreensao de como esses mecanismos influenciam a aquisicéo

do destino celular é possivel otimizar gargalos na técnica de ES.

Durante a proliferagdo celular em espécies florestais sdo observadas
massas pro-embriogénicas (MPEs), nas quais as células que possuem a
competéncia embriogénica apresentam dois grupos celulares distintos: células
somaticas, caracterizadas por serem isodiamétricas, globulares e agrupadas, e
células do suspensor, as quais sao alongadas por decorrerem da primeira
divisdo celular assimétrica durante a ES (WINKELMANN, 2016). Contudo, é
observada uma relagdo progressiva da perda de competéncia embriogénica em
linhagens celulares embriogénicas e a taxa de maturagao decrescente com o
aumento de subcultivos em mais de dez meses (BRETON et al., 2006;
KLIMASZEWSKA et al., 2007, 2009).

Indicando a associacdo da elevada competéncia embriogénica com
baixos niveis de metilacdo do DNA, Osorio-Montalvo et al. (2018) discorrem
sobre o0 uso do agente hipometilante azacitidina como um promotor de mudancgas

epigenéticas visando a obteng¢ao do melhor potencial dos protocolos de ES.

Os residuos de citosina sado altamente metilados em plantas
desenvolvidas. Sendo a azacitidina (5-azaC) um analogo a citidina, essa é
incorporada aleatoriamente ao DNA durante a replicacao impedindo a metilagédo
em vastas extensdes da dupla fita devido a presenga do nitrogénio na posi¢céo 5’
do anel de pirimidina, tendo como resultado a alteragdo da expressao génica
(JONES & TAYLOR, 1980; TAYLOR & JONES, 1982; OSORIO-MONTALVO et
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al., 2018; CHEN et al., 2021). Com esse potencial de redugao da metilagao global
do DNA, estudos vém investigando o uso do agente 5-azaC na recuperagao de
competéncia embriogénica em diversas espécies (FRAGA et al., 2012; PEREZ
et al., 2015; SOLIS et al., 2015; PILA QUINGA et al., 2017; BETEKHTIN et al.,
2018; REE et al., 2020).

Estudos com diferentes tratamentos de 5-azaC com a familia Pinaceae,
indicam que, na maturacao, se obteve as maiores quantidades de embrides de
Pinus pinaster nas concentracées de 10 e 15 yM, porém o crescimento das
MPEs foi inversamente proporcional ao aumento da concentragdo do agente
(KLIMASZEWSKA et al., 2009). Observou-se também uma redugao significativa
na taxa de crescimento e na competéncia embriogénica no hibrido Larix x
euroleis (TEYSSIER et al., 2014). Considerando os resultados antagdnicos, mais
estudos devem ser realizados para esclarecer os processos relacionados ao

uso do agente em espécies florestais.

2.2.3 Efeito da temperatura na indugéo na embriogénese somatica

Sendo os vegetais organismos sésseis, esses desenvolveram um
elevado potencial de adaptacédo as condigbes ambientais. E possivel visualizar
a aplicacado desse nas arvores florestais pela apresentacdo do grande porte e
vida longa destas, com populagdes continuas e ciclos de vida complexos
(LASCOUX et al., 2016). Para a adaptacdo ao novo ambiente e facilitando
mudangas evolutivas a curto prazo, considera-se a plasticidade fenotipica (i.e.,
mudancas no fendtipo induzidas pelo ambiente) um dos principais fatores
envolvidos no processo de adaptacao (NICOTRA et al., 2010; TRONTIN et al.,
2021).

Apesar dos mecanismos envolvidos na plasticidade fenotipica nao
serem amplamente conhecidos, acredita-se que sejam englobados fatores
genéticos e epigenéticos. No entanto, os polimorfismos genéticos ja identificados
respondem por uma pequena parte na variacao fenotipica observada, sendo
assim, evidéncias para a rapida evolugao adaptativa demandam determinantes
adicionais (MAHER, 2008; PLOMION et al., 2016; SOW et al., 2018; TRONTIN

et al., 2021). Com énfase no fator epigenético, é sugerido por Sow et al. (2018)
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que esse tenha um papel determinante na resposta a variagdo ambiental em
especies florestais.

Ao sofrer um periodo de estresse, como hidrico ou de temperatura, a
planta pode desenvolver uma “memoaria” pelo efeito de preparagao (priming
effect) devido a mecanismos epigenéticos, a qual pode se estender as geragdes
posteriores (LAMKE & BAURLE, 2017; SOW et al., 2018; TRONTIN et al., 2021).
Quando relacionado a embriogénese somatica, € possivel que a aplicagao de
diferentes regimes de temperaturas na fase de indugdo possa invocar esta
memoria, permitindo que as plantas obtidas sejam mais resistentes a estresses
abidticos.

Estudos com diferentes espécies florestais vém sendo realizados. Em
Pinus radiata o objetivo foi avaliar se o efeito de diferentes tratamentos térmicos
(30°C por 4 semanas seguido de mais 4 a 23°C; 50°C por 5 min, seguido de 8
semanas a 23°C; e tratamento controle 23°C por 8 semanas) durante a indugao
poderia levar a respostas tardias como tolerancia ao estresse hidrico em mudas
somaticas apos regeneragao. Os resultados encontrados por Castander-Olarieta
et al. (2020a) indicaram que o regime de temperatura aplicado retardou os efeitos
negativos gerados em condigdes de seca apds a conversao em plantas.

Maiores taxas de maturacdo de embrides somaticos foram observadas
em Pinus halepensis Mill. apds tratamento a 60°C por 5 min, quando comparadas
ao controle a 23°C (PEREIRA et al., 2020). Assim como, em Picea abies se
constatou que a memdéria da exposigdo a temperatura € mantida e regula a
formacgado dos botdes e aclimatagdo ao frio (YAKOVLEV et al., 2010, 2012 e
2016), além de possuir a capacidade de modular o tempo de crescimento e a
fenologia do botéao floral (KVAALEN & JOHNSEN 2008, CARNEROS et al., 2017;
TRONTIN et al., 2021).

Esse armazenamento de informacgdes, transmitido dos estagios iniciais
da embriogénese somatica as plantas regeneradas, pode envolver a transducao
de sinal entre o equilibrio hormonal e a remodelag¢ao da estrutura da cromatina
levando a alteracao na expressao génica (TRONTIN et al., 2021). Essa “memaria
epigenética” pode ter importancia ecoldgica futuramente por promover uma
resposta, com possivel efeito geracional, ao estresse gerado por mudangas
climaticas que vém se tornando mais recorrentes (LAMKE & BAURLE, 2017;
TRONTIN et al., 2021).
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E estimado que atualmente as atividades humanas causaram um
aumento no aquecimento global em cerca de 1,0°C 0,2 acima dos niveis pré-
industriais, alcangando niveis acima da média global anual em muitas regides e
sendo duas a trés vezes maior no Artico. Entre 2030 e 2052 é estimado que o
aquecimento global atinja 1,5°C caso continue neste ritmo acelerado (IPCC,
2018). O declinio florestal em condi¢des de estresse térmico levando a seca foi
identificado em varias regiées do mundo (ALLEN et al., 2010).

A epigenética é uma chave importante na adaptagao e plasticidade
vegetal (SAEZ-LAGUNA et al., 2014; SOW et al., 2018; TRONTIN et al., 2021),
a aplicacao da possibilidade de “memdria epigenética” pela exposicao a fatores
abidticos estressantes abre um leque de novas alternativas na expressao de
caracteristicas induziveis e esses mecanismos representam uma fonte rapida
para enfrentar tais questdes globais (PLOMION et al., 2016; TRONTIN et al.,
2021).

2.3 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA E METABOLOMICA

Por ser uma técnica sensivel e robusta, a PCR quantitativa em tempo
real (QPCR) é considerada como o padrdo ouro para analisar a expressao
génica. Essa realiza a mensuragéo da emissao de fluorescéncia a associando a
sintese de um amplicon ao longo dos ciclos da reagao possibilitando que um
fragmento de DNA alvo especifico seja quantificado (MORGANTE & BLAWID,
2016). No entanto, essa é nomeada RT-gPCR quando o objetivo é a
quantificacdo do cDNA (i.e., DNA complementar ao RNA mensageiro), tendo
como base o processo de transcrigao reversa (RT; MORGANTE & BLAWID,
2016).

Ha dois métodos basicos para a quantificagdo génica: (i) a quantificagao
absoluta, utilizada na determinacdo da quantidade exata de uma unica
sequéncia alvo - e.g., carga viral ou numero de coépias; (ii) quantificacao relativa,
a qual compara os niveis de expressao de duas sequéncias (e.g., gene alvo de
interesse e gene alvo de referéncia) em uma amostra teste e outra amostra de
referéncia, expressando a razao desses alvos como resultado (TELLMANN &
GEULEN, 2006; MORGANTE & BLAWID, 2016).
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Para a comparagéo que ocorre na quantificagao relativa, além do gene
de interesse, é necessario um gene de referéncia que apresente expressao
constitutiva (housekeeping gene), ou seja, que mantenha constante a sua
expressdao em todas as condi¢des testadas (TELLMANN & GEULEN, 2006).
Como essa permite facilmente a compreensao do comportamento da expressao
génica em duas ou mais condicdes, € a melhor técnica para determinacéo dos
niveis de expressdo de um gene de interesse (TELLMANN & GEULEN, 2006;
UDDENBERG et al., 2011; KLIMASZEWSKA et al., 2011; SCHLOGL et al., 2012;
BRAVO et al., 2017; GRZYBKOWSKA et al., 2018; ARRILLAGA et al., 2019;
OSORIO-MONTALVO et al., 2020).

Agregando valor para a compreensao da resposta tecidual em condi¢des
abidticas estressantes, os dados gerados pela metaboldmica podem trazer
informacdes ricas sobre o estado bioquimico da planta, elucidando as respostas
fisiolégicas as condi¢cdes as quais o material vegetal foi exposto (FIEHN et al.,
2000; ROESSNER et al., 2001a, b; SUMNER et al., 2003; ROBINSON et al.,
2009). E devido aos metabdlitos serem produtos da maquinaria celular, a
metabolémica é considerada por Trontin et al. (2016) como o estudo que resulta
nas informacdes mais funcionais dentre as “Omicas”.

Usando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-
EM) em plantas, o metaboloma ou perfil metabdlico € obtido com alta resolugéo,
boa sensibilidade e repetibilidade (TRONTIN et al., 2016; CANUTO et al., 2018).
Essa técnica combina a informacdo de tempo de retengcdo e o padrao de
fragmentacdo gerado por meio da ionizagdo por elétrons, possuindo alta
credibilidade na identificacao dos metabdlitos (CANUTO et al., 2018).

Apesar de poucos autores estudarem a ES utilizando a metabolémica,
houve sucesso na aplicagao dessa por Businge et al. (2013) na identificacao de
processos metabdlicos regulando a ES em Picea abies. Realizando a
comparagao de perfis metabdlicos de embribes somaticos normais vs.
aberrantes, dentre os resultados, identificaram que o principal carboidrato
utilizado pelas de linhagens normais na proliferagao € a sacarose, enquanto para
os fendtipos anormais houve preferéncia pela frutose.

Observou-se um resultado semelhante com Picea glauca, tendo o uso
preponderante de sacarose e glicose pelas células nas fases de proliferagao e
maturacdo (DOWLATABADI et al., 2009). Neste estudo, a presenga de
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aminoacidos de cadeia ramificada e da glutamina sugere a sintese e regulagéo
de proteinas, transporte de nitrogénio e assimilagcédo de aménio. Ja os teores de
prolina, serina e arabitol podem ser indicadores de estresse na proliferacdo para
linhagens de Pinus taeda (ROBINSON et al., 2009).

Em um estudo detalhado, Awada e colaboradores (2019) apresentaram
0s niveis superacumulados e subacumulados dos metabdlitos em calos
embriogénicos e ndo embriogénicos em Coffea arabica por meio de CG-EM.
Neste foram constatados metabdlitos pertencentes ao ciclo do TCA; a classe dos
polidis; as vias metabdlicas do agucar, dos aminoacidos, dos acidos graxos e do
ascorbato e aldarato. Neste estudo possiveis marcadores metabdlicos para a
competéncia embriogénica foram sugeridos: os metabdlitos do ciclo do TCA,
assim como, o acido abscisico, maltose, mio-inositol, prolina e zeatina.

Os possiveis marcadores do destino celular associados as principais
fases de desenvolvimento na ES, foram apresentados nesse mesmo estudo de
Awada et al. (2019). Entretanto, de forma discordante dos estudos anteriores,
visualizou-se o desligamento das vias metabdlicas relacionadas a hidrolise de
agucares na expressao maxima da totipoténcia. Com isso, fazem-se necessarios
mais estudos para uma melhor compreensao sobre vias metabdlicas utilizadas

na embriogénese somatica em diferentes espécies e sob fatores estressantes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE PESQUISA

Este trabalho foi desenvolvido nos laboratérios de Cultura de Tecidos e
Transformacédo, Biologia Molecular e de Tecnologia de Produtos N&o
Madeiraveis da Embrapa Florestas (Colombo, PR).

3.2 EFEITO DA TEMPERATURA E DO GENOTIPO NA INDUCAO DA
EMBRIOGENESE SOMATICA EM Pinus taeda E Pinus elliottii x P.

caribaea var. hondurensis

3.2.1 Material vegetal

Cones imaturos de Pinus taeda dos gendétipos ADAM 18, 05, 15 FSCE e
28 KLB Mar cedidos pela empresa FRP, localizada no municipio de Cacador
(SC), foram coletados em area dessa localizada no municipio de Ponte Alta do
Norte (SC) em dezembro de 2020. Apds a coleta, o material foi embalado em
papel Kraft e encaminhado ao Laboratério de Cultura de Tecidos e
Transformacg&o, sendo armazenado em geladeira (4+ 2°C) até a extragdo das
sementes e o inicio dos procedimentos.

A assepsia dos cones se deu com a abertura desses, em seguida, as
sementes foram levadas para a cabine de fluxo laminar onde foram
desinfestadas por imersao em etanol 70% por 50 segundos, imersao em solugao
de hipoclorito de sédio (NaOCI) a 2,5% por 40 minutos, imersdo em tiofanato
metilico (Cercobin 700 WP) 1,5% por 30 minutos, e finalmente triplice lavagem
em agua deionizada e autoclavada.

ApOs a assepsia e com auxilio de pinca e bisturi, os megagametofitos
foram extraidos e introduzidos em placas de Petri (92 x 16 mm) contendo meio
de cultura mLV, composto por sais e vitaminas do meio mLV, suplementado com
glutamina (500 mg.L"), caseina hidrolisada (1 g.L™'), sacarose (20 g.L™"),
Gelrite™ (4 g.L'"), 4,5 uM de 6-benzilamino purina (BAP) e 9 uM de acido
diclorofendxiacético (2,4-D), conforme o protocolo adotado por Nunes et al.

(2017). O meio teve seu pH ajustado em 5,8 e foi autoclavado a 121°C e 1 atm
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de pressao, por 15 minutos. O material foi incubado no escuro em BOD a 23 + 2
°C.

Além do Pinus taeda, foram utilizados megagametdéfitos do gendtipo
ESJA36 do hibrido Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis, obtidos a partir
de cones de uma familia pertencente ao Programa de Melhoramento Genético
da Embrapa Florestas. Este material foi gentilmente cedido pelo Laboratorio de
Cultura de Tecidos e Transformagao (Embrapa Florestas - PR).

3.2.2 Aplicagao do estresse térmico

Megagametdfitos de Pinus taeda (genotipos ADAM 18, 05, 15 FSCE e
28 KLB Mar) e Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis (genétipo ESJA36),
apoés 1 a4 semanas da introducao destes aos meios de inducéo, foram mantidos
nas mesmas placas de Petri e submetidos as temperaturas de 15, 23 (controle)
e 28°C em estufas de tipo BOD ou ainda submetidos a choque térmico de 60°C
por 5 min em estufa pré-aquecida e imediatamente transferidos para BOD
(23°C). Todos os tratamentos permaneceram no escuro nas respectivas
temperaturas por 10 semanas (Figura 2).

Contudo, do 58° ao 63° dia, os gendtipos 05, 15 FSCE, 28 KLB Mar e
ESJA36 na temperatura de 28°C permaneceram sob iluminagdo. Neste mesmo
tratamento térmico, a genotipo ADAM 18 permaneceu a 23°C no escuro do 58°
ao 62° dia.

O delineamento foi inteiramente casualizado, cada tratamento conteve
as seguintes repeticdes: a 15°C, gendtipo ADAM 18 - 4 repeticdes com 9
explantes em média; genotipo ADAM 18 — 7 repeticdes com 9 explantes em
meédia; ESJA36 — 3 repeticdes e 8 explantes em média; 05 — 2 repeticdes com
10 explantes; 15 FSCE — 3 repeticdes com 7 explantes em média; 28 KLB Mar
— 5 repeticdes com 10 explantes. A 23°C, gendtipo ADAM 18 - 5 repetigdes com
10 explantes em média; gendtipo ADAM 18 — 6 repeticdes com 10 explantes em
média; ESJA36 — 4 repeticdes e 10 explantes em média; 05 — 3 repeticdes com
10 explantes; 15 FSCE — 3 repeticdes com 9 explantes em média; 28 KLB Mar
— 5 repeticbes com 10 explantes. A 28°C, gendtipo ADAM 18 - 6 repetigdes com
10 explantes em média; genotipo ADAM 18 — 6 repeticdes com 10 explantes em

meédia; ESJA36 — 4 repeticdes e 10 explantes em média; 05 — 3 repeticbes com
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10 explantes; 15 FSCE — 3 repeticdes com 9 explantes em média; 28 KLB Mar
— 4 repeticbes com 9 explantes em média. E a 60°C, gendtipo ADAM 18 - 6
repeticdes com 9 explantes em média; gendtipo ADAM 18 — 6 repeticdes com 10
explantes em média; ESJA36 — 4 repeti¢cdes e 10 explantes em média; 05 — 3
repeticoes com 8 explantes; 15 FSCE — 3 repeticbes com 5 explantes em média;
28 KLB Mar — 4 repetigdes com 10 explantes em média.

Ao fim do experimento os explantes foram avaliados quanto a
porcentagem de formagao de massas pro-embriogénicas (MPEs), contabilizando
os explantes que apresentaram essas sobre o total, e oxidacdo, observando
MPEs que indicavam mudancga na coloragao de amarelo claro para escuro sobre
o total. Os dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-
Wilk) e homogeneidade (Levene), ao teste ndo paramétrico (Kruskal-Wallis) e as
médias foram comparadas pelo teste da diferenga minima significante de Fisher

usando o programa SPSS (versao 2.0).

3.2.3 Subcultivo e coleta das massas pré-embriogénicas

Apods as 10 semanas sob estresse térmico, foi realizado o subcultivo das
MPEs a cada trés semanas por sete semanas. Esse foi realizado com auxilio de
pinca e bisturi esterilizados, em cabine de fluxo laminar utilizando placas de Petri
com o mesmo meio mLV descrito no tépico 3.2.1, sendo mantidas no escuro em
estufas de tipo BOD (23 2°C). Ao final deste, as MPEs (600+ 20 mg) foram
transferidas com auxilio de pinga para tubos Eppendorf de 2 mL e armazenadas

em ultrafreezer (- 80°C) até a extracdo de RNA das amostras.
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Figura 2. Esquema da metodologia empregada no experimento efeito da temperatura e do
gendtipo na indugao da embriogénese somatica em Pinus taeda e Pinus elliottii x P.
caribaea var. hondurensis.

Introducao explantes

1 a4 semanas
a23°C

10 semanas

= 7 semanas
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3.3 EFEITO DA AZACITIDINA NA REAQUISICAO DE COMPETENCIA
EMBRIOGENICA EM LINHAGENS DE Pinus elliottii x P. caribaea var.

hondurensis

3.3.1 Material Vegetal

Para este experimento, foram utilizadas linhagens de massas pro-
embriogénicas (ECL, do inglés embryogenic cell lines) obtidas a partir de cones
imaturos de uma familia do hibrido Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis
pertencente ao Programa de Melhoramento Genético da Embrapa Florestas. Os
cones foram coletados em janeiro de 2021. As MPEs foram induzidas a partir de
megagametofitos de acordo com o protocolo de Nunes et al. (2017) e gentilmente
cedidas pelo Laboratorio de Cultura de Tecidos e Transformacdo (Embrapa
Florestas - PR).

Estas foram inoculadas em placas de Petri com meio mLV, descrito no
topico 3.2.1, e mantidas no escuro em estufas BOD (23°C £ 2). As MPEs foram
transferidas para novo meio a cada 14 dias com auxilio de pinga em ambiente
asséptico de cabine de fluxo laminar. Apds o tempo determinado de subcultivos
visando o envelhecimento celular, indicado no topico seguinte, as amostras

foram expostas ao agente hipometilante azacitidina.

3.3.2 Aplicacao de 5-azacitidina

3.3.2.1 Primeiro experimento

Quatro linhagens (ECL02, ECL04, ECL05 e ECLO7) de Pinus elliottii x P.
caribaea var. hondurensis em subcultivo de 12 meses em meio mLV, descrito no
tépico 3.2.1, foram selecionadas pelas diferengas quanto a coloragao e textura
para o primeiro experimento visando avaliar o efeito de 5-azacitidina (5-azaC,;
Sigma-Aldrich, Alemanha) na competéncia embriogénica. Sendo as linhagens
ECL04 e ECLOQ7; escuras, opacas e compactas e as linhagens ECL02 e ECL05
de coloragao branca ou amarela clara e com aspecto friavel.

Aliquotas da 5-azaC foram esterilizadas por filtracdo e adicionadas ao

meio mLV de acordo com as respectivas concentragdes de tratamentos 50 e
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150 uM, meios sem 5-azaC foram os controles do experimento. Trezentos
miligramas de massas pro-embriogénicas frescas foram transferidos para os
meios de cultura em placas de Petri e para cada linhagem nas respectivas
concentragdes, permanecendo nessas durante 10 dias em estufa BOD (23°C)
no escuro.

O experimento foi realizado para cada linhagem em duplicata em cada
concentracao. As coletas foram realizadas apés 3 e 10 dias da instalagao tendo
como objetivos avaliar a resposta das ECLs a 5-azaC com diferentes
caracteristicas de textura e coloragéo, por meio de teste de citoquimica (tépico
3.4). Para a analise metabolémica via CG-EM (tépico 3.5), MPEs da linhagem
ECLO5 foram transferidas para tubos Eppendorf de 2 mL, congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer (- 80°C) por 9 meses, quando

foi realizada a analise metabolémica.

3.3.2.2 Segundo experimento

Apds 17 meses de subcultivo das linhagens ECL02 e ECLO5 em meio
mLV, descrito no topico 3.2.1, foi realizada a repeticdo do experimento com 5-
azaC (Figura 3).

Este experimento ocorreu de acordo com a descricdo do primeiro, no
subtopico anterior, com poucas modificagdes. Para cada linhagem, 500 mg de
MPEs foram utilizadas em quadruplicata por coleta em cada concentracéo para
a linhagem ECL02 e em duplicata para ECLO5, devido a menor quantidade
disponivel de massa. As massas foram coletadas apés 3 e 10 dias da instalagao
com pesagens a fresco para analisar o crescimento.

As coletas de ambas as linhagens seguiram para analises: citoquimica
(tépico 3.4) e de expressdao génica (topico 3.6), apds transferéncia e
congelamento, como citados anteriormente, por 20 dias quando foram entéo

analisadas por RT-gPCR.
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O calculo da taxa de crescimento entre o peso das MPEs nas coletas e
na instalagdo do experimento, para a linhagem ECL0O2 em cada concentragao,
foi realizado de acordo com a Equacdo 1. Os dados obtidos deste foram
submetidos aos testes de normalidade e homogeneidade, seguido do teste n&o
paramétrico de Kruskal-Wallis e as médias foram comparadas pelo teste da
diferenga minima significante de Fisher usando o software RStudio® (versdo
1.4.1717) com os comandos e pacotes indicados por Melo et. al (2021).

Equacao 1. Calculo da taxa de crescimento por concentragdo. Sendo:
Peso (instalagéo) o peso da massa pré-embriogénica no dia da
instalagdo do experimento; Peso (coleta X) o peso da mesma MPE no dia
da coleta, com X sendo 3° ou 10° dia.

A\ Crescimento = Peso(coleta x)— P€SO(instalacsio)




ediugd

oessaudxy Or—

FEFEREEEEE]

| Eedwigjogeiay O

eajwinboin .l

.a_.;ax. o
M (a2}
13z331jeiyn _ﬁ_\ xw,.;_qb <
| HM
2Ip 0T eIp 5€ BIp 5T sasaW /T
O—O0——@ “
Jezy "dxo SEJURTOLGID SESSELL SER OAILND sajueldxa oednpoaju
oedejelsy)

"eolugb

oessaldxs ap & eolwg|oge}sw ‘ediwinbo)io sesijeue salolvlsod Woo ‘(Deze-g) euipnioeze sjuenawodly sjusbe oe sepnawgns Go103 © 20103 susbeyul
sisuainpuoy "len eaeqLed "d X lijjoljje Snul4 op sedlugboliqwe-oid sessew op ojuswiledxe opunbes ou epebaidwe eibojopojew ep ewsenbsy "¢ einbi4

LE



38

3.4 ANALISE CITOQUIMICA DAS LINHAGENS EMBRIOGENICAS

Com o objetivo de determinar a competéncia embriogénica das linhagens de
massas pré-embriogénicas em proliferacao, foi empregada a analise citoquimica por
dupla coloracdo. Com massas frescas, fez-se uso dos corantes carmim acético a 2%
por um minuto e azul de Evans 0,1% por 30 segundos, ambas as etapas seguidas de
lavagem com agua destilada, de acordo com a metodologia adaptada de Steiner et al.
(2005). Com auxilio de camera de aparelho celular acoplada em estereomicroscépio
modelo SMZ-161 (Motic) e utilizando o aumento de 0,75, os pré-embrides das MPEs
foram contados e as imagens foram capturadas.

A proporcédo de células coradas por azul de Evans e carmim acético foi
avaliada por meio da analise de RGB (do inglés Red Green Blue) a qual mensura o
nivel de pixeis para vermelho e azul utilizando o plugin RGB do software ImageJ
(ZHONG et al., 2019). Essa analise estima indiretamente a competéncia embriogénica
das MPEs ap6s duplacoloragao, relacionando a quantidade de pixeis vermelhos as

células embriogéncias e pixeis azul as células do suspensor.

3.5 ANALISE METABOLOMICA POR CG-EM

3.5.1 Reagentes

Para a reacdo de metoximagao o reagente cloridrato de metoxamina foi
dissolvido (20 mg.mL-') em piridina grau CLAE (Merck, Brasil). Os padrées de "3C-
Sorbitol (0,2 mg.mL™") e acido nonadecandico (2,0 mg.mL") com grau de pureza 97-
99% (Sigma-Aldrich, USA) foram diluidos em metanol e cloroférmio respectivamente
(Merck, Brasil). Na etapa de sililagcdo foi utilizado o reagente N-metil-N-
trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA; CAS 24589-78-4) da Sigma-Aldrich

(Alemanha).
3.5.2 Extracao
As MPEs (ECL05) foram maceradas em nitrogénio liquido e 20 mg (+ 4 mg)

transferidas para tubos Eppendorf de 2 mL juntamente com 300 uL de metanol (CLAE)
refrigerado. ApoOs agitacdo em vortex foram adicionados 30 pL de &cido
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nonadecanoico e 30 puL de '3C-Sorbitol para padronizacdo interna quantitativa das
fases apolar e polar respectivamente. Em equipamento Thermomixer (Eppendorf), o
material permaneceu sob agitagao a 950 RPM por 15 min a 70°C. Apds ser resfriado
em temperatura ambiente, neste Eppendorf foram adicionados 200 uL de cloroférmio
permanecendo no Thermomixer (950 RPM, 5 min a 37°C, FIEHN et al. (2000). Entao,
agua ultrapura (400 pL) foi adicionada no tubo precedendo a centrifugacao por 7 min
a 12000 RPM.Com a separacéao das fases a parte polar foi transferida para um novo
tubo Eppendorf e seca overnight em Speed Vac (Concentrador plus - Eppendorf,
modo V-AQ sem aquecimento). O material extraido foi armazenado a -80°C até

requerida para a etapa de derivatizagao.

3.5.3 Derivatizagcao

Na reacado de metoximacao 50 pL de cloridrato de metoxamina em piridina (20
mg.mL") foram adicionados ao extrato seco, material preparado na etapa anterior,
apos agitagcao em vortex e incubado em Thermomixer a 40 °C durante 90 min. Em
seguida, na reacgao de sililagao foram adicionados sobre a solugédo da etapa anterior

50 uL de MSTFA, sendo novamente incubado em thermomixer a 40°C por 90 min.

3.5.4 Analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa

Para as analises cromatograficas se utilizou um cromatégrafo gasoso (Focus
GC, Thermo Scientific) com injegcdo automatica (TripPlus AS, Thermo Scientific),
acoplado a um espectrobmetro de massas de ion trap (Polaris Q, Thermo Scientific). A
injecdo das amostras ocorreu por divisao de fluxo 1:25 (1 min) e a separacédo dos
compostos foi realizada via coluna cromatografica modelo DB-5 (30 m x 0,25 mm x
0,25 pym Thermo Scientific). A analise foi realizada com fluxo constante e
compensagao a vacuo com a temperatura do injetor a 230 °C, linha de transferéncia
250°C e gas de arraste hélio a 1,0 mL.min".

A programacao de temperatura interna do forno foi de 70°C com isoterma de
1 min; e aquecimento 320°C na taxa de 8°C min-', isoterma final de 18 min. A operagéo
do espectrometro de massas decorreu no modo positivo e eletroionizagdo a 70 eV

com a temperatura da fonte de ions a 200°C.
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3.5.5 Tratamento pds-analise e analise estatistica

O software AMDIS (Automated Mass Spectral Deconvolution, NIST) foi
utilizado para realizar o processo de deconvolugdo a partir dos cromatogramas
gerados pelo software Xcalibur e a identificagdo dos compostos ocorreu por meio dos
espectros de massas, comparagao do indice de retencédo (IR), de acordo com a
plataforma Golm Metabolome Database (HUMMEL et al., 2013). As intensidades dos
metabdlitos (i.e., altura dos picos) foram normalizadas pelo peso das amostras e pelo
padrdao interno ('3C-Sorbitol), usando fragmentos (m/z) caracteristicos de cada
composto. Para analise quantitativa dos agucares identificados foi realizada a razao
entre a sacarose e as hexoses pela equagao: Sacarose / (Glicose + Frutose).

A analise de componentes principais (PCA, dados transformados para log2)
foi empregada na reducédo da dimenséao e para verificar as semelhangas/diferengas
entre as amostras. Na analise estatistica dos compostos esses foram inicialmente
classificados de acordo com a normalidade e homogeneidade da variancia, sendo
utilizado o teste estatistico apropriado nas analises, modelo linear generalizado (GLM)
ou nao paramétrico (NP). Em seguida as médias dos tratamentos foram comparadas
por post-hoc testes, adotando o valor de 5% para significancia estatistica de acordo
com Melo et. al (2021).

3.6 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA DE SERK1E LEC1 POR RT-gPCR

A analise de expressao génica utilizou a técnica de PCR quantitativo em
tempo real (qQPCR) baseada no processo de transcri¢cao reversa (RT), em amostras
dos experimentos intitulados “efeito da temperatura e do gendétipo na indugdo da
embriogénese somatica em Pinus taeda e Pinus elliotti x P. caribaea var.
hondurensis” e “efeito da azacitidina na reaquisicao de competéncia embriogénica em

linhagens de Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis”
3.6.1 Desenho e selecao de primers
Primers especificos foram desenhados para a analise da expressao do gene

constitutivo a-tubulin (aTUB, GenBank no. KF158848.1) usando os softwares livres
Primer3Plus (UNTERGASSER et al., 2007) e Reverse Complement (software livre
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Bioinformatics.org). Para os genes de interesse Somatic Embryogenesis Receptor
Kinase 1 (SERK1) e Leafy cotyledon 1 (LECT) primers foram selecionados com base

em pesquisa bibliografica (Tabela 1).

Tabela 1. Genes para analise de expressdo por RT-gPCR.

Sequéncia o rac . ‘
oncentracao ragmento - .
Gene (5-3 | Forward-Reverse) (uM/uL) (bp) Especie  Referencia
GGECTTEECAMMACTTATGGEA Finus BRAVD et
SERK1? GCCTTTAACCCAGTCAAGCA 1.2 228 radiats al., 2017
GCTCAAGGCGATCACAGAG Finus ARRILLAGA
LECY® AGAACCTETGATTGAATCCTTG 0,5 200-300 pinasier efal, 2019
ATCTRGAGCCGACTGTCA .
aTuE= D: g 75 Finus AUTORA,
TGATAAGCTGTTCAGGATGGAA taeds 2021

Primers para genes de interesse; *Primers para gene constitutive de referéncia.

3.6.2 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Para o procedimento baseado em CTAB 2% (2% CTAB, 2% PVP-40, 2M
NaCl, 1M Tris-HCI pH 8,0, 32 mM EDTA pH 8,0 e 2% de 3-mercaptoetanol adicionado
logo antes do uso), este reagente foi inicialmente aquecido em banho maria (65°C)
em tubo Falcon. A amostra (500 mg), pulverizada em nitrogénio liquido, foi adicionada
ao tampao de extragao e incubada a 65°C por 30 minutos com agitagao por inversao
a cada 5 minutos e, a seguir, permaneceu em temperatura ambiente por 15 minutos.

Adicionou-se cloroférmio:alcool isoamilico (CIA, 24:1 v/v) ao tubo seguido de
agitacao por inversado durante 10 minutos; logo, foi centrifugado a 4000 RPM por 10
min a 4°C. O sobrenadante foi recuperado com auxilio de micropipeta e realizada uma
segunda extracdo com CIA nas mesmas condigdes. Prosseguindo com a
transferéncia do sobrenadante para um novo tubo e a adi¢cao de cloreto de litio (10M),
apods a agitacéo por inversdo o material permaneceu overnight em geladeira.

No dia seguinte, o material foi centrifugado a 7400 RPM por 30 minutos a 4°C
e o sobrenadante descartado. Acrescentou-se SSTE (1M NaCl, 17 mM SDS, 1M Tris-
HCI pH 8,0, 1 mM EDTA) seguido de transferéncia para tubo tipo Eppendorf (1,5 mL)
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e adicao de CIA. Apds agitagao por inversao, o tubo foi centrifugado a 5000 RPM por
5 minutos a 4°C.

A fase aquosa foi passada para um novo Eppendorf com adicédo de etanol
absoluto, e assim, o conteudo permaneceu por duas horas em ultrafreezer. Finalizado
o tempo foi acrescentado etanol 75% e, sem agitagdo, seguiu para centrifugagao a
12000 RPM (10 min, 4°C). Descartou-se o sobrenadante e o tubo foi levado a
speedvac (Eppendorf, Alemanha) para secagem durante 15 min em temperatura
ambiente.

O pellet foi resuspendido em agua tratada com DEPC e o RNA foi avaliado
quanto a quantidade e pureza (razdo 260/280 nm) no equipamento Epoch® (BioTek,
EUA), assim como a qualidade da extracao em eletroforese com gel de agarose 2%
(p/v) e brometo de etidio 0.01% (v/v).

Em seguida, o DNA gendmico residual foi removido com o kit RQ1 RNase-
Free DNase (Promega, EUA) e realizada a sintese de DNA complementar (cDNA)
com o uso do kit SuperScript® Il First-Strand (Invitrogen, EUA), conforme instrugdes
dos respectivos fabricantes.

Todas as solugdes citadas foram preparadas com agua ultrapura tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC; 0,1% v/v) sob agitacédo (150 RPM, 37°C) overnight e
autoclavada a 121°C e 1 atm de pressao por 15 minutos (SAMBROOK et al., 1989).

3.6.3 Analises de expressao génica

A analise de expressdo génica foi realizada por meio da técnica de PCR
quantitativa via transcricao reversa (RT-qPCR) com trés replicatas técnicas, usando
26 uL por reagao, sendo 4 pyL de cDNA (50 ng/uL) e 22 pL de reagentes padronizados
do kit LightCycler® 480 SYBR Green | Master kit (Roche Molecular Biochemicals,
Alemanha) com os primers especificos para os genes. As condigdes da reagao foram
95°C por 5 min para pré-incubacao, 45 ciclos de 95°C por 30s, 63°C por 30s e 72°C
por 10s.

Como referéncia de expressdo, o gene enddgeno aTUB foi utilizado para
realizar o método do Ct comparativo (AACt) exposto por Livak e Schmittgen (2001;
Equacgéao 2), visando a quantificagcao relativa da expressdao dos genes de interesse
SERK1 e LEC1 (Tabela 1).
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Para a determinacéo da distribuicdo dos dados de expressao génica relativa
quanto a normalidade se utilizou o teste Shapiro-Wilk, na sequéncia modelo linear
generalizado e o teste ndo paramétrico Kruskall-Wallis, todos os dados foram
estatisticamente testados a 5% de significancia utilizando o software RStudio® (verséo

1.4.1717) com os comandos e pacotes indicados por Melo et. al (2021).

Equacao 2. Calculo da expressao relativa pelo método do Ct comparativo
exposto por Liviak e Schmittgen (2001).Sendo: (QR) Quantificagédo Relativa;
(Ct) Cycle Threshold; (gi) gene de interesse; (gr) gene de referéncia.

QR =2 -AACt

AACt = ACt {(amostra experimental) - ACt (amostra calibradora)

ACt= Ct (gi) — Ct (gr)
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITO DA TEMPERATURA E DO GENOTIPO NA INDUCAO DA
EMBRIOGENESE SOMATICA EM Pinus taeda E Pinus elliottii x P. caribaea

var. hondurensis

4.1.1 Efeito da temperatura e do gendtipo

Apos 4 semanas no meio de indugcdo, quando comparados os diferentes
tratamentos de temperatura, observou-se uma diferenca significativa apenas para a
variavel oxidacao dos explantes (p<0,01). Ainda sobre essa, em todos os gendtipos
houve uma alteragdo com taxas de 37 a 64% com a menor porcentagem de oxidagao
no tratamento a 28°C (Figura 4A). A variavel porcentagem de massa pré-embriogénica
(p<0,01) foi superior nos gendtipos ADAM 18 e ESJA36 comparada com os demais
genotipos e estatisticamente diferentes entre si (Figura 4B). A porcentagem de
explantes oxidados também variou entre os genaétipos de 40% a 74% (p<0,05; Figura
4C).

Contaminagbes por fungo, bactéria e acaro também foram observadas
durante o experimento (dados nao apresentados) levando a perda de repeti¢des, as

quais foram desconsideradas nas analises estatisticas.
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Figura 4. Avaliagdes dos gendtipos de Pinus taeda (ADAM 18, 05, 15 FSCE, 28 KLB
Mar) e Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis (ESJA36). A) Taxa de massa por
gendtipo. B) Taxa de oxidagédo de explantes por genoétipo e C) temperatura apés 10
semanas de exposicdo. Médias identificadas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Fisher (DMS) a 5% de significancia.
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4.1.2 Formagao de linhagens por genétipo

Apds o término do experimento foi identificada a formacédo de diferentes
linhagens celulares embriogénicas (ECL, do inglés embryogenic cell lines) apenas
para os genotipos ADAM 18 e ESJA36 expostos as diferentes temperaturas (Tabela
2). Devido a maior proliferagao, as ECLs: ECL05 (15°C), ECL17 (23°C), ECL15 (28°C)
e ECL13 (60°C) do genotipo ADAM 18, foram coletadas e posteriormente analisadas
pela técnica RT-qPCR (t6pico 4.1.3).

Tabela 2. Linhagens celulares embriogénicas (ECL) formadas apo6s expernimento efeito
da temperatura e do genotipo na indugao da embriogénese somatica em Pinus faeda
(gendtipo ADAM 18) e Finus elliottii x P. caribaea var. hondurensis (genotipo ESJA 36).

15°C 23°C 28°C 60°C

ADAM 18 ESJA36 ADAM 18 ESJA36 ADAM 18 ADAM 18

ECLZ ECL1 ECL3 ECLZ ECL14 ECLS

ECL3 - ECL9 ECL13 ECL15 ECLE

ECLS = ECL12 = = ECLY
- - ECL16 - - ECL13
- - ECL17 = = ECL17
- - ECL19 - - ECL18

4.1.3 Analise de expressao dos genes SERK1 e LEC1 em resposta a temperatura

No experimento para avaliagdo do efeito da temperatura na indugdo de ES
em Pinus taeda (gendtipo ADAM 18) os genes de interesse exibiram diferentes
padrbées de expressao quando comparados pelo método do Ct comparativo (Equagao

2). Enquanto SERK1 (Figura 5A) teve um aumento no nivel de expresséo relativa entre
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os grupos (15°C, 23°C) para (28°C, 60°C); a expressao relativa do gene LECT
apresentou uma curva, com crescimento e declinio, na variagdo das temperaturas

tendo o seu apice a 28°C em nivel 2 (Figura 5B).

Figura 5. Niveis de expressao génica relativa dos genes A) SERK7 e B) LEC1 no genétipo
ADAM 18, em relagdo aos tratamentos térmicos.

Gendtipo ADAM 18 - gene SERK1

29
E 8 a a
g
87
<CIC) 6
oo
9 5
a
g4
3
o 3
©
© 2
% b b
=
2, - ]
15°C 23°C 28 °C 60 °C
A Tratamentos térmicos
Genodtipo ADAM 18 - gene LECI
© 2.50
=
=
< da
2200
©
Q
C
®
o 1.50
U0
a
Q
5 b
2 1.00 b
(]
(1]
©
)
o 0.50
=
= c
0.00 [ ]
15°C 23°C 28 °C 60 °C

B Tratamentos térmicos



48

4.2 EFEITO DA AZACITIDINA NA REAQUISICAO DE COMPETENCIA
EMBRIOGENICA NA ES DE Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis

4.2.1 Primeiro experimento - analise citoquimica

A analise citoquimica por dupla coloragao de carmim acético e azul de Evans
das massas pro-embriogénicas (MPEs) das linhagens ECL0O4 e ECLO7 de Pinus
elliottii x P. caribaea var. hondurensis expostos ao 5-azaC (0 uM, 50 pM e 150 uM),
apontou o aumento relativo de células coradas pelo azul de Evans em todas as
concentragdes nas coletas realizadas apds 3 e 10 dias da instalagdo. Esse aumento
relativo indica a predominancia de células do suspensor comparado a células
somaticas nas MPEs dessas linhagens (dados ndo apresentados). Sendo assim, é
possivel afirmar que o agente 5-azaC nao teve efeito sobre essas linhagens neste
grau de envelhecimento celular. Por este motivo, as linhagens nao foram utilizadas
nos experimentos de analise de metabdlitos e expressao génica.

No entanto, o teste de dupla coloragao realizado nas massas de ECL02 e
ECLO05, expostas ao 5-azaC nas mesmas concentrag¢des, indicou um aumento na
proporgao de ceélulas coradas de vermelho entre coletas no terceiro e décimo dia
(dados nao apresentados). Resultado que indica visualmente 0 aumento do numero
de células somaticas, sugerindo o efeito positivo do 5-azaC na reaquisi¢ao de
competéncia dessas linhagens. Logo, as MPEs da ECL0O5 deste experimento foram
utilizadas na analise metabolémica (tépico 4.2.4) e as linhagens ECL02 e ECLO5
foram definidas para a repeticdo do experimento com o objetivo geral da compreenséao

de expressao génica por RT-gPCR.

4.2.2 Segundo experimento - andlise citoquimica, numero de pré-embrides e

crescimento das massas pro-embriogénicas

No segundo experimento, a partir da analise citoquimica foram observadas as
células em menor aumento (Figuras 6 e 7), visando a analise de RGB, e em maior
aumento identificando os pro-embrides (Figura 8) com a estrutura bipolar
caracteristica, para posterior contagem de acordo com os tratamentos. A analise RGB
indicou que nao ocorreram mudangas quanto ao aumento de células embriogénicas

pelo nivel de pixel vermelho para a linhagem ECLO0Z2. E analisando o nivel para azul,
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identifica-se na mesma um aumento de células do suspensor a 150 uM de 5-azaC ao
comparar as coletas no terceiro e décimo dia (Figura 9A). Contudo, a linhagem ECLO05,
apresentou um padrao de comportamento distinto. Na concentragdo de 150 uM de 5-
azaC foi observada uma recuperagao do potencial de competéncia embriogénica
(Figura 9B), com um aumento na segunda coleta de 16% no nivel de pixeis para
vermelho em relagéao ao controle (0 uM).

As analises estatisticas dos fatores “coletas” e “concentracdes de azacitidina”
sobre a taxa de crescimento das massas pré-embriogénicas (ECL02) durante o
experimento indicaram o efeito estatisticamente significativo apenas dos diferentes
tempos das coletas sobre este, tendo um aumento na coleta no décimo dia em todas
as concentragdes de 5-azaC (Figura 10).

Quando avaliada a variagao do crescimento (A crescimento = peso final [g] —
peso inicial [g]) entre as coletas de uma mesma concentragédo é identificada uma
qgueda no crescimento das MPEs, linhagem ECL02, com o aumento da concentragao
de 5-azaC. Os resultados desse calculo indicam aumento de crescimento em 86% no
tratamento a 0 uM, 81% a 50 uM e 55% a 150 uM.

A contagem de pré-embrides indicou um aumento desses para as linhagens
ECL02 e ECLO5 nos tratamentos a 50 e 150 uM, respectivamente (Tabela 3). No
controle, em ambas as linhagens, houve uma redugao do numero de pro-embrides
entre as coletas realizadas e a estrutura bipolar caracteristica nao foi encontrada nas

MPEs coletadas no décimo dia do experimento.
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Figura 6. Analise citoquimica de massas pro-embriogénicas de Pinus elliottii x P. caribaea
var. hondurensis, linhagem ECL02, coradas com carmim acético e azul de Evans apds
exposicao ao agente hipometilante azacitidina (controle, 50 uM e 150 uM) sendo coletadas
em dois tempos a partir do inicio do experimento, no terceiro e décimo dia. As imagens foram
capturadas com camera de aparelho celular acoplada em estereomicroscopio modelo SMZ-
161 (Motic) com aumento 0,75. Barras de escala: A - F 100 pm.

ECLO2 - coleta 3° dia ECLOZ - cqleta 10° dia _

'y N

T
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Figura 7. Analise citoquimica de massas pré-embriogénicas de Pinus elliottii x P. caribaea
var. hondurensis linhagem ECLO05, coradas com carmim acético e azul de Evans apods
exposicao ao agente hipometilante azacitidina (controle, 50 uM e 150 uM) sendo coletadas
em dois tempos a partir do inicio do experimento, no terceiro e décimo dia. As imagens foram
capturadas com camera de aparelho celular acoplada em estereomicroscopio modelo SMZ-
161 (Motic) com aumento 0,75. Barras de escala: A - F 100um.
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Figura 8. Pro-embrido identificado em massa pré-embriogénica de Pinus elliotti x P.
caribaea var. hondurensis linhagem ECL02 apds exposi¢cao a azacitidina (150 uM — coleta
no 10° dia). Estruturas coradas: células embriogénicas — corante carmim acético (seta
vermelha) e células do suspensor — azul de Evans (seta azul). Imagem capturada com
camera de aparelho celular acoplada em microscopio 6ptico (Coleman) com objetiva de 10x.
Barra de escala: 100um.




Figura 9. Nivel de pixeis para vermelho e azul obtido a partir analise de RGB nas imagens
da analise citoquimica pelo software ImagedJ, de acordo com as coletas e concentracoes
para as linhagens de Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis A) ECL0O2 e B) ECLO05.
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Figura 10. Taxa de crescimento de massas pro-embriogénicas de Pinus elliottii x P. caribaea
var. hondurensis, linhagem ECL02, de acordo com a concentragdo do agente hipometilante
azacitidina e as coletas durante o experimento.
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Tabela 3. Numero de pro-embrides nas massas pro-embriogénicas de Pinus elliottii x P.
caribaea var. hondurensis, de acordo com a linhagem, o tratamento pela concentragao de
azacitidina e as coletas durante o experimento.

Linhagem Tratamento (LM) Coleta (dia) N2 de pré-embrides

39 3
0 10¢ 0
32 1
ECLO2 50 100 3
30 7
150 10¢ 5
32 8

0
1092 0
3¢ 4

ECL
CLO5 50 100 7
o

150 3 0
10¢ 9
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4.2.3 Analise de expressao dos genes SERK1 e LEC1 em resposta ao agente

azacitidina

Os resultados de expressao relativa obtidos pelo método do Ct comparativo

(Equacéo 2) indicaram que os fatores “coleta” e “concentracdo” ndo demonstraram

interagdo sobre a expressao dos genes de interesse relacionados a ES. Por meio da
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analise dos graficos (Figuras 9 e 10), identificou-se uma tendéncia a padrbes nos
niveis de expresséo génica relativos para SERK1 e LEC1 dentro das duas linhagens.
Em massas de ECL02, tratadas com 5-azaC a 50 uM, foi observado um declinio da
expressao relativa em ambos os genes em comparagao ao controle (Figura 11) e, no
tratamento a 150 pM, a expresséo foi proxima a nulidade. Para a linhagem ECLOS foi
observado o oposto, os niveis de expressao relativa aumentaram em 50 yM e 150 uyM
na coleta 2 quando comparados ao controle (Figura 12). Contudo, nesse caso nao

houve diferenca estatistica entre os resultados.

Figura 11. Niveis de expressao génica relativa dos genes A) SERK7 e B) LEC1 em
Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis, linhagem ECLO02, em relagdo as
concentracdes de azacitidina e coletas realizadas durante o experimento.
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Figura 12. Niveis de expressao génica relativa do gene A) SERK7 e B) LEC1 em
Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis, linhagem ECLO05, em relacdo as
concentragdes de azacitidina e coletas realizadas durante o experimento.
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4.2.4 Analise metabolémica de massas pré-embriogénicas tratadas com azacitidina

Para analise do perfil metabdlico das massas pré-embriogénicas de Pinus
elliottii x P. caribaea var. hondurensis linhagem ECLOS5 tratadas com agente
hipometilante, foi empregada a técnica de perfil metabolico baseada em cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Para uma melhor
compreensao da fisiologia, foi adicionada na analise uma MPE jovem como controle
positivo com competéncia comprovada por analise citoquimica (dupla coloracédo de
carmim acético e azul de Evans).

Neste experimento foram detectados 40 compostos na analise com CG-EM,
dentre esses 38 foram identificados (95%). No intuito de diminuir a dimensao das
variaveis e buscar semelhancas e diferencas entre as amostras, realizou-se as
analises de componentes principais (PCA) resultando nos componentes PC1 e PC2
que quando somados explicaram 74% dos dados do sistema (Figura 13).

Os scores de PC1 (53%) mostraram a separagado das massas em dois grupos
de acordo com os tratamentos com 5-azaC: (i) MPE jovem junto a massas expostas
a 150 uyM (A15_C1), com valores negativos em PC1; e (ii) controle negativo 0 uM
(AO0_C1 e A0_C3) somado as massas expostas a 50 yM (A5_C1 e A5_C3; Figura 13),
com valores positivos em PC1. E os scores de PC2 (21%) indicaram a formacéo de
grupos seguindo as concentragdes do tratamento com 5-azaC (valores positivos em
PC2). O fator coleta apresentou valores proximos as entre os tratamentos indicando
uma menor influéncia no experimento. Dessa forma, as coletas n&o tiveram relevancia
no processo, sendo consideradas como replicatas nas analises estatisticas
posteriores (Figura 13).

Com as massas pré-embriogénicas do experimento apresentando um perfil
de fracdo polar enriquecida para metabdlitos primarios, estes foram dispostos na
Tabela 4 seguindo a classificagdo pela analise de componentes principais (PC1 ou
PC2), indice de retencao (IR) de acordo com a plataforma Golm Metabolome
Database (Hummel et al., 2013), nomenclatura, classe quimica, via metabdlica e
fragmentos (m/z) caracteristicos usados na identificagao e quantificagéo.

Prosseguindo as anadlises estatisticas, verificou-se 17 compostos
significativos pertencentes a classe dos acidos organicos, representados pelos acidos:
latico, glicdlico, succinico, chiquimico, citrico e quinico; classe aminoacidos: alanina,

valina, serina, acido glutamico e glutamina; classe acgucares: frutose, glicose,
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sacarose. Assim como, o composto putrescina pertencente a classe dos nitrogénios
organicos; acido glucénico, classe dos acidos de agucar e catequina pertencente aos
fendis. Os resultados para os agucares frutose com IR 1862,0 e 1871,7; glicose com
IR 1871,7 e 1905,2 (Tabela 4) representam os isdmeros cis e trans oriundos do
processo de derivatizagdo por metoximagao, € esperado que eles apresentam os
mesmos resultados. Dessa forma, para cada acgucar serdo discutidos somente os
resultados do composto de menor IR.

Alguns dos compostos apresentaram padrdes nas suas concentragdes, dessa
forma, foram organizados em grupos. No grupo 1 — referente ao metabolismo de
agucares, a frutose e glicose tiveram concentragdes proximas a zero na MPE jovem e
nao diferiram estatisticamente do controle a 0 uM. Ja a sacarose exibiu a sua maior
concentragdo na MPE jovem e na concentracdo de 150 uM (Figura 14). O grupo 2 —
metabolismo de aminoacidos, apresentou elevados teores no controle (0 uM) e na
concentracao de 5uM de 5-azaC e declineo no tratamento a 150 uM e na MPE jovem.
Pertencem a esse grupo: os aminoacidos alanina, acido glutédmico, valina, serina e
glutamina (Figura 15). Grupo 3 - ciclo do acido tricarboxilico (TCA), composto pelos
acidos citrico e succinico (Figura 16), indicaram as maiores concentragdes no controle
dos tratamentos (0 uM) e na MPE.

Finalizando, o composto putrescina teve baixas concentragdes nos
tratamentos com 5-azaC e sua maior concentragao na MPE jovem, como apresentado
na figura 17.

Como mencionado anteriormente, poucos autores estudaram a embriogénese
somatica (ES) utilizando a metaboldbmica. Apesar de serem significativos para o
experimento os acidos glicdlico, latico, chiquimico, quinico, glucdnico e o composto
catequina nao serdo discutidos diretamente por nado apresentarem informagdes

prévias associadas a ES em literatura.
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Figura 13. Scores dos dois primeiros componentes principais do conjunto de amostras de calos de
Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis linhagem ECL05, expostos a diferentes concentracbes de
azacitidina. ME= massa pré-embriogénica jovem; AO_C1: massa a 0 uyM coleta no 3° dia, AO_C3=
massa a 0 yM coleta no 10° dia; A5_C1= massa a 50 uM coleta no 3° dia, A5_C3= massa a 50 uM
coleta no 10° dia; A15_C1= massa a 150 uM coleta no 3° dia.

Scores
10 1 T T T
g — /A5 C1 gy
8 151 > i
:'J k. \ Y \
. N '\ A5 C1 A5 CH \
6 \ . \ ry by \
\ A5 c1 | ™
4 AlFC1 |/ . y
s v{_.// _ _ g
2
£ o0
&
o
E -2 P
/A0_C3 T
4 [ \
@ i AD_C3
1 \‘. I. .4 \\
-6 l"-. I‘l "a,\ '\.‘
1 i N\ ACECA |
. AGCY
10 N
=2 )
16 14 12 10 8 6 4 ) 0 2 4 6 8 10 12 14



Tabela 4. Compostos identificados em massas de Pinus elliotti ¥ P. caribaea var. hondurensis submetidas a diferentes

concentrar;ﬁes de azacitidina e coletadas em dois tempos diferentes, com uma massa prc':—embriogénica jovem.
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Fragmentos (m/z)

PC IR Nome Classe Via metabdlica miz  miz  miz
- M @ 3
o R cido ’ o
1 10531 Acido lactico orvgélnim Metabolismo anaerédbico 219 191 147
1 10766 Acido glicélico® g Fotorrespiragio 205 177 147
organico
1 10979 Alanina® Aminoacido Aminoacidos 218 190 147
1 115568 Alcool benzilico Aromatico Chiquimato 180 165 135
1 12096 Valina® Amincacido Aminoacidos 218 144 100
1 12487 Acido benzoico Aromatico Chiguimato 179 135 106
1 12519 Prolina Aminoacido Aminoacidos 216 142 73
1 12997 Glicina Ami'noé cido Aminoacidos 276 248 174
2 13111 Acido succinico™ Dg?';g;-::o Ciclo do acido tricarboxilico (TCA) 247 172 147
1 13266  Semelhante a lumicromo “O":qurﬁ;’i? Metabolismo dariboflavina 285 227 184
1 13524 Alanina Aminoé cido Aminoacidos 290 262 188
= 3 e s Metabolisme da glicina,
1 13537 Serina Amt.m?re cido R M 306 218 204
1 13566 B i A i 215 129 117
organico
1 14185 NA 141551 desconhecido desconhecido 26 217 184
1 14222 B - alanina Aminoacido Aminoacidos 290 248 174
Acido 1-pirrolina-3-hidroxi-5- Nitrogénio i
1 15156 et organico Aminocacidos 256 230 156
s s Acido de Metabolismo de
1 15523 Acido trednico aciicar N 319 292 220
1 16143 Acido glutamico® Aminoacido Aminoacidos 3468 246 230
2 17317 Putrescina”* Heiogenio Mctatohma e 214 174 86
! organico arginina e prolina
1 17688 Glutamina™ Aminoacido Aminoacidos 346 246 230
- SRS Acido L i
2 18048 Acido chiquimico organico Chiquimato 372 282 204
s LR Acido : i . i
2 18128 Acido citrico Drg;'a_nir.o Ciclo do acido tnicarboxilico (TCA) 375 273 257
2 18496 Acido quinico* ficin Chiquimato 372 345 255
organico
1 18620 Frutose® Actcar Metabelisme do acdcar 364 307 217
1 18717 Frutose® Actcar Metabolisme do actcar 364 307 217
1 18879 Glicose® Actcar Metabelismo do acdcar 319 217 2056
1 19052 Glicose® Aclcar Metabolismo do acdcar 319 217 2056
2 19876 Acido glucénico™ Aexl da Mutatiomo de 333 292 204
! g acucar fosfato de inositol
1 26249 Sacarose** Aglcar Metabelisme do aglcar 437 361 217
1 28705 Catequina™™" Fenol Compostos fenolicos 368 355 267

Os compostos indicados em negrito se mostram significativos a * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.



Figura 14. Grupo 1. Variagédo da concentragdo de A) frutose, B) glicose, C) sacarose e
D) razao entre sacarose e hexoses em massa pré-embriogénica jovem (MPE) de Pinus
elliottii x P. caribaea var. hondurensis em fungcdo das concentragdes de azacitidina
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Figura 14. Grupo 1. Variagédo da concentragdo de A) frutose, B) glicose, C) sacarose e
D) razao entre sacarose e hexoses em massa pré-embriogénica jovem (MPE) de Pinus
elliottii x P. caribaea var. hondurensis em fungcdo das concentragdes de azacitidina
(CONCLUSAO).
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Figura 15. Grupo 2. Variagao da concentragao de A) alanina, B) acido glutédmico, C) valina,
D) serina e E) glutamina em massa pré-embriogénica jovem (MPE) de Pinus elliottii x P.
caribaea var. hondurensis sob efeito do fator concentragbes de azacitidina (CONTINUA).
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Figura 15. Grupo 2. Variagdo da concentragdo de A) alanina, B) acido glutamico, C)
valina, D) serina e E) glutamina em massa pro-embriogénica jovem (MPE) de Pinus elliottii
X P. caribaea var. hondurensis sob efeito do fator concentragbes de azacitidina.

(CONCLUSAO)

> 0 o
o o o
S & o

3.00

2.00

Concentrac3o (ug.g?)

1.00

0.00

0 uM

Serina
d
b
50 UM 150 uM
Tratamento
Glutamina

b
. C
50 uM 150 uM
Tratamento

MPE

MPE

64



Figura 16. Grupo 3. Variagao da concentragao de A) acido citrico e B) acido succinico
em massa pro-embriogénica jovem (MPE) de Pinus elliotti x P. caribaea var.
hondurensis sob efeito do fator concentragdes de azacitidina.
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Figura 17. Variacédo da concentracédo de putrescina em massa pré-embriogénica jovem
(MPE) de Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis em fungédo das concentracdes de
azacitidina.
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5 DISCUSSAO

5.1 EFEITO DA TEMPERATURA E DO GENOTIPO NA INDUCAO DA
EMBRIOGENESE SOMATICA EM Pinus taeda e Pinus elliottii x p. caribaea

var. hondurensis

5.1.1 Avaliagao de explantes e formacgao de linhagens por gendétipo

No presente trabalho, a temperatura ndo teve influéncia na inducdo da
embriogénese somatica quando utilizados megagametdfitos imaturos de familias de
meios irmaos de Pinus taeda (ADAM 18 e, 05, 15 FSCE e 28 KLB Mar) e Pinus elliottii
X P. caribaea var. hondurensis (ESJA 36).

Em Pinus halepensis, quando aplicados os tratamentos térmicos de 40°C por
4 h, 50°C por 30 min € 60°C por 5 min e o controle (23°C), com posterior permanéncia
destes a 23°C por nove semanas, nao foram observadas diferencgas estatisticas para
as taxas de inducéo, que variaram entre 51,80% a 40°C e 56,25% a 23°C (PEREIRA
et al., 2020).

Porém, estes resultados divergem de outros encontrados na literatura. Para
Pinus halepensis, Pereira e colaboradores (2016) observaram uma maior taxa de
inducéo (53%) em megagametofitos cultivados a 23°C em comparacgéo a 18°C e 28°C
(entre 20 a 40%) por 5-10 semanas. Assim como, em outro estudo, os resultados para
a taxa de indugao das temperaturas aplicadas, 18°C e 28°C, foram semelhantes as
observadas em condigdes padrao (23°C) em Pinus pinaster (ARRILLAGA et al., 2019).

No presente estudo, embora ndo tenham sido observadas diferencas
estatisticas nas taxas de indugdo, nas temperaturas de 23 e 60°C houve uma
tendéncia de maior formagédo de linhagens em Pinus elliottii x P. caribaea var.
hondurensis (Tabela 2), esse resultado sugere que estas temperaturas favoreceram
a formacao de MPEs.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram a influéncia do genétipo sobre
a inducao da ES, conforme observado por outros autores (GARCIA-MENDIGUREN et
al., 2016; ARRILLAGA et al., 2019; PEREZ-OLIVER et al., 2021). O efeito do genétipo
foi significativo para a indugdo da ES em todas as avaliagdes com destaque para as
familias ESJA36 e ADAM 18. Nesses gendtipos foi também observada a formacgéao de

linhagens com boa proliferagcdo (Tabela 2). Quando relacionado ao indice de
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oxidagao, observa-se que esta foi maior no material proveniente do genétipo ESJA36
(Figura 4C). Isso pode indicar que o extresse oxidativo pode ser relevante para
desencadear determinados processos responsaveis pela formagdo de massas pro
embriogénicas, e que neste caso, a oxidagao pode nao ser um fator limitante para a
indugdo da ES. Para o gendtipo ADAM 18 foram obtidas linhagens em todas as
temperaturas, com destaque para 23°C (controle) e 60°C, sendo possivel afirmar que
este € um gendtipo superior quanto a esta caracteristica com relagédo aos demais

avaliados neste trabalho.

5.1.2 Analise de expressao dos genes SERK1 e LEC1 em resposta a temperatura

Diversos estudos vém sendo realizados em Pinus spp para investigar o efeito
da temperatura na fase de indugao da ES e como esta pode interferir posteriormente
no desenvolvimento do embrido em plantula (GARCIA-MENDIGUREN et al., 2016,
2017; MONCALEAN et al., 2018; CASTANDER-OLARIETA et al., 2019, 2020a,
2020b; 2020c; DO NASCIMENTO et al., 2020; PEREIRA et al., 2020; PEREZ-OLIVER
etal., 2021). Devido a mecanismos epigenéticos, o estresse térmico gerado nas fases
iniciais do desenvolvimento vegetal pode desenvolver uma “memoria” nas células
totipotentes por meio do efeito de preparagéo ou priming effect (LAMKE & BAURLE,
2017; SOW et al., 2018; TRONTIN et al., 2021).

Um estudo aprofundado de Castander-Olarieta et al. (2020a) revelou a
formagdo de memoria epigenética estavel por meio da aplicagdo de altas
temperaturas (40°C, 4 h; 60°C, 5 min) em Pinus radiata nos estagios iniciais da ES.
Os autores observaram que as temperaturas utilizadas podem provocar mudangas no
estado de metilagdo de longo prazo, impactando positivamente a capacidade de
retardar os efeitos negativos decorrentes da seca em plantas somaticas. Sendo
interessante frente as mudancas climaticas, uma vez que os recursos hidricos estao
diminuindo (IPCC, 2018).

A epigenética € uma chave importante na adaptacao e plasticidade vegetal
(SAEZ-LAGUNA et al., 2014; SOW et al., 2018; TRONTIN et al., 2021). Dessa
maneira, alguns fatores de transcricdo associados ao priming effect como os da
familia WRKY, sao estudados devido a associacdo com modificagdes da cromatina e
a metilagdo e acetilacdo das histonas H3 e H4 (BAUM et al., 2019; PEREZ-OLIVER
et al., 2021). No entanto, apesar dos resultados promissores, trabalhos relacionando
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a expressao de genes caracteristicos da ES ao priming effect ndo foram encontrados
em literatura.

No presente trabalho, um aumento consideravel na expressao génica relativa
de SERK1 foi identificado nos tratamentos térmicos de (15°C, 23°C) para (28°C, 60°C)
em MPEs de Pinus taeda. Pouco é discutido sobre a influéncia da temperatura sobre
a expressao desse gene na literatura. Foi observado em calos de Ananas comosus
cv. Shewan, apos tratamento a 4°C por 24 h, um aumento de 4 a 5 vezes na expressao
do homdlogo do gene para a espécie (AcSERK; MA et al., 2016). No mesmo
experimento também houve exposicao dos calos a 40°C pelo mesmo periodo, neste
caso nao foi indicada a alteragao da expressao génica em relagao ao controle (25°C).
Como apresentado pelos autores, a espécie A. comosus nado € sensivel a altas
temperaturas, sendo assim nao afetou a expressao do gene. De forma similar, por ser
uma espécie com adaptacao para o seu local de origem com clima temperado, Sul e
Sudeste dos Estados Unidos (ACOSTA et al., 2019), ha a possibilidade de que a
expressado de SERK1 em P. taeda nao seja afetada pela baixa temperatura analisada.

A expressio de LEC1, contudo, apresentou uma curva de sino na variagao
das temperaturas tendo o seu apice a 28°C e quase nula a 15°C. Considerando que
em Larix decidua Mill a expressdo do homodlogo para LECT1 é observada
principalmente nas fases iniciais da ES (Guan et al., 2016), discute-se a possibilidade
de que a temperatura amena tenha afetado a expressao de LEC1, levando a redugao
dessa.

Esses resultados sugerem que para a espécie trabalhada a temperatura ideal
para estudos futuros com priming effect esteja em torno de 28°C aplicada por 8
semanas ou 60°C por 5 minutos. Contudo, é necessario pontuar novamente que
ambos os tratamentos passaram por variaveis acidentais (Topico 3.2.2) e devem ser
consideradas em trabalhos futuros. Essa metodologia pode ser uma fonte rapida para
enfrentar tais questbes globais por ser uma importante chave na adaptagdo e
plasticidade vegetal (PLOMION et al., 2016; TRONTIN et al., 2021).

5.2 EFEITO DA AZACITIDINA NA REAQUISICAO DE COMPETENCIA
EMBRIOGENICA NA ES DE Pinus elliottii x p. caribaea var. hondurensis

5.2.1 Andlises citoquimica e de crescimento das massas pré-embriogénicas
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A analise citoquimica realizada por meio da dupla coloracdo com azul de
Evans e carmim acético caracteriza os dois diferentes tipos celulares encontrados em
uma massa pro-embriogénica (MPE). O primeiro corante pigmenta de azul as células
do suspensor, reconhecidas por serem irregulares e altamente vacuoladas. E o
carmim acético atua sobre células embriogénicas, as quais sdo isodiamétricas com
tamanho reduzido, nucleos grandes e citoplasma denso (GUERRA et al., 2000;
STEINER et al., 2005; KRAINAKOVA & HAGGMAN, 2016).

No experimento realizado para efeito da azacitidina na reaquisicao de
competéncia embriogénica (CE) na ES, observou-se na linhagem ECL05 o aumento
de células embriogénicas expostas a 150 uM de 5-azaC sendo indicado pela analise
de RGB (Figura 9B). A reaquisicdo da CE pelo tratamento com o agente também foi
observada em Bactris gasipaes Kunth a 16 yM ou 64 pM (REE et al., 2020) e
Theobroma cacao a 10 yM (PILA QUINGA et al., 2017).

Estudos tém demonstrado que o balancgo entre o regulador de crescimento
vegetal acido diclorofenoxiacético (2,4-D) utilizados nos protocolos de ES e a
azacitidina é um fator relevante para a obtencdo do melhor potencial nos protocolos
de ES (LELJAK-LEVANIC et al., 2004; YAMAMOTO et al., 2005; FRAGA et al., 2012).
A presenca de 2,4-D promove a proliferacdo celular por indugdo de mudangas
moleculares e metabdlicas (OSORIO et al., 2018). Contudo, observa-se uma redugao
do numero de células embriogénicas nas MPEs (Figuras 5 e 6) com o aumento do
subcultivo das MPEs levando a perda da CE. Osorio e colaboradores (2018) sugerem
que a atuagado de 5-azaC induza uma suprarregulacao de genes que codificam para
fatores de transcricdo (FT) com fungédo reguladora na biossintese, degradagéo ou
sinalizagdo de auxinas como observado para um agente inibidor de histona
desacetilase (WOJCIKOWSKA et al., 2018). Dessa forma, é provavel que o equilibrio
bioquimico seja retomado com o uso de $-azaC tendo como resultado o aumento de
células embriogénicas e, em conjunto das células do suspensor, a formagao de
embrides viaveis (Figura 8).

Nas linhagens ECL04 e ECLO7, as quais apresentavam um grau de
envelhecimento maior, 0 agente 5-azaC ndo apresentou efeito sobre essas como
indicado no topico 4.2.1. A inibigao drastica da ES apds o uso de 5-azaC foi verificada
em Medicago truncatula a 100 uM (SANTOS et al., 2002), Larix x eurolepis 100 uM
(TEYSSIER et al., 2014), Arabidopsis thaliana a 10 uM (GRZYBKOWSKA et al., 2018;
OSORIO-MONTALVO et al., 2018). Com isso, a concentracdo, o grau de
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envelhecimento celular e a espécie aparentam também serem fatores relevantes para
0 sucesso da reaquisi¢cao da CE.

A variacao da taxa de crescimento diminuiu com o aumento da concentracéo
de 5-azaC nas massas pro-embriogénicas para ECL02 sugerindo um efeito danoso
sobre essa linhagem. Este efeito também foi observado em outras espécies. No
entanto, apesar do crescimento mais lento, para Pinus pinaster, quando utilizadas as
concentragdes de 10 e 15 uM do agente na maturagédo foram observadas as maiores
quantidades de embrides (KLIMASZEWSKA et al., 2009). Ja para o hibrido Larix x
eurolepis houve uma reducgao significativa na taxa de crescimento e da CE quando a
5-azaC foi utilizada (TEYSSIER et al., 2014).

5.2.2 Andlise de expressdo dos genes SERK71 e LEC1 em resposta ao agente

azacitidina

O homodlogo de SERK1 em Araucaria angustifolia apresentou expressdo em
células embriogénicas e nao foi expresso em células nao embriogénicas (STEINER et
al., 2012). Os resultados de Bravo et al. (2017) mostraram uma tendéncia a regulagao
negativa nas linhagens ndo embriogénicas, porém nado foi estatisticamente
significativo devido a variabilidade entre as linhagens. E para Picea balfouriana, o
homdlogo de SERKT foi sugerido como marcador dos estagios iniciais da ES (LI et al.,
2014).

Em espécies nao florestais como Arabidopsis thaliana (FEHER et al., 2003;
VERDEIL et al., 2007; SALAJ et al., 2008), Brassica napus (AHMADI et al., 2016) e
Trifolium nigrescens (PILARSKA et al., 2016) foi observada alta expressao de SERK1
nas massas embriogénicas que proveram embrides ou estruturas semelhantes a
esses. No entanto, Magnani et al. (2017) relataram uma alta expressao de SERK do

mesmo modo em ceélulas ndo embriogénicas de A. thaliana.

Os genes da familia LEC desempenham um papel crucial na manutengéao e
controle de muitos aspectos da embriogénese vegetal e codificam fatores de
transcricdo (KUMAR & STADEN, 2017). Estudos em Pinus contorta, apontam que
HAP3A (gene da familia LEC) teve maior expressao em massas ndo embriogénicas

(PARK et al., 2010); e em Araucaria angustifolia, foram avaliados diversos genes
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incluindo AaLEC e foi observada influéncia da presenca/auséncia de auxinas e

citocininas sobre a expresséo (SCHLOGL et al., 2012).

A perda progressiva da CE durante a fase de proliferacao € observada em
linhagens celulares embriogénicas em espécies florestais (BRETON et al., 2006;
KLIMASZEWSKA et al., 2007, 2009). Entretanto muitas analises genémicas de
linhagens embriogénicas e ndo embriogénicas mostraram um baixo nivel de metilacéo
global de DNA em MPEs com CE quando comparados a nao embriogénicas
(NOCEDA et al., 2009; KLIMASZEWSKA et al., 2009; TEYSSIER et al., 2014; KUMAR
& STADEN, 2017; KARIM et al., 2018; OSORIO-MONTALVO et al., 2018). Dessa
forma, visando aumentar a competéncia embriogénica das massas e as taxas de
maturagcao na ES, a azacitidina tem sido aplicada como um promotor de mudancas
epigenéticas em diversas espécies (FRAGA et al., 2012; PEREZ et al., 2015; SOLIS
et al., 2015; PILA QUINGA et al., 2017; BETEKHTIN et al., 2018; GRZYBKOWSKA et
al., 2018; REE et al., 2020). Contudo, poucas analises de expressdo génica foram
realizadas para avaliar a agcdo do agente, como relatado na revisdo de Osorio-
Montalvo et al. (2018).

No presente estudo, o efeito do 5-azaC foi aferido através da avaliagéo da
expressao génica apos a aplicagdo em duas linhagens embriogénicas. Os niveis de
expressao relativa dos homologos de SERK7 e LEC1 na linhagem ECL02 de Pinus
elliottii x P. caribaea var. hondurensis apresentaram expressao maxima no controle e
um declinio com o0 aumento da concentracao de 5-azaC. Sendo a expressao de ambos
0s genes relacionadas a aquisicdo da totipoténcia, considera-se que essa nao foi
readquirida com os tratamentos a 50 uM e 150 uM, o que esta de acordo com a analise
citoquimica. A mesma analise realizada apds exposi¢gao de 5-azaC (10 uM) em
explantes de A. thaliana, revelou uma repressao significativa do gene LEC7 em MPEs
incapazes de indugéo, contudo, a analise de metilagdo global do DNA revelou uma
diminuicao no nivel global de metilagcdo do DNA durante a ES (GRZYBKOWSKA et
al., 2018).

Na linhagem ECLO5 os niveis de expressao génica relativa de SERK7 e LEC1
aumentaram em 50 uM e 150 uM comparados ao controle a 0 yM, sendo relacionadas
a reaquisigao da totipoténcia. Este resultado esta de acordo com o apresentado na
analise citoquimica, a qual indica a reaquisi¢ao da CE, principalmente no tratamento
a 150 uM.
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Ademais, conforme esperado, os niveis de expressdo de SERK1 e LEC1
foram baixos nas massas com baixa CE (controle 0 yM) em comparagéo aos demais
tratamentos, como observado por Park et al. (2010), Klimaszewska et al. (2011) e
Magnani et al. (2017).

5.2.3 Analise metabolédmica de massas pro-embriogénicas tratadas com azacitidina

5.2.3.1 Grupo 1 — metabolismo de agucares

No experimento com diferentes tratamentos (0 uM, 50 uM e 150 uM) de 5-
azaC em conjunto de uma MPE jovem, os agucares soluveis - frutose e glicose -
tiveram suas menores concentragées na MPE jovem nao diferindo estatisticamente
do tratamento a 150 uM de 5-azaC (Figura 14A e B). A quantidade da sacarose (Figura
14C) e a razao entre sacarose:hexoses (Figura 14D) foi maior na MPE jovem e sem
diferenca estatistica do tratamento de 150 uM de 5-azaC. Em Picea abies o0 mesmo
padrao na ES foi observado por Gosslova et al. (2001), com um aumento relativo da
sacarose sobre as hexoses a medida que os embrides se desenvolviam, tal como um
desenvolvimento normal em Pinus taeda teve associagao significativa com a presenca
de sacarose na proliferagao (ROBINSON et al., 2009). Como observado pelo teste de
citoquimica e pela analise da expressdo génica, os indicios de reaquisicdo de
competéncia embriogénica sao refor¢gados.

A associagao positiva e significativa da presenga de sacarose a capacidade
das culturas de desenvolver embrides maduros normais de Pinus taeda foi também
observada por Robinson e colaboradores (2009). Em outro estudo, onde foi analisado
o consumo de compostos do meio de cultura pela variagdo metabdlica da sacarose,
observou-se a hidrélise precoce dessa por células embriogénicas de Picea glauca na
proliferagdo (DOWLATABADI et al., 2009).

Com relacdo aos agucares glicose e frutose, a analise da composicao
metabdlica no presente estudo revelou as maiores concentragcbes de ambos no
tratamento a 50 yM e no controle (0 uM); assim como, a menor na MPE jovem (Figura
14A e B). Um recente estudo com Pseudotsuga menziesii (GAUTIER et al., 2019)
demonstrou ainda que o estado energético, representado por agucares soluveis, foi
maior em MPEs do que em massas nao embriogénicas, como ocorre no presente

trabalho, o que ja havia sido observado previamente em outras coniferas (LIPAVSKA
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& KONRADOVA, 2004; NAVARRO et al., 2017). A concentragdo desses aclcares no
tratamento a 15 uM foi estatisticamente semelhante com os dois grupos formados e
da mesma maneira para a razdo entre sacarose:hexoses, podendo indicar uma

transicao do status nao embriogénico para embriogénico.

5.2.3.2 Grupo 2 — metabolismo de aminoacidos

Com destaque para os aminoacidos (AA) na fase de proliferagao, os teores
de valina, leucina e isoleucina indicam a sintese e regulacado de proteinas e de DNA,
a formacdo de estoque de energia, assim como o transporte de auxinas
(DOWLATABADI et al., 2009). Altas concentracdes dos aminoacidos alanina, acido
glutamico, valina, serina e glutamina sao observadas no controle do tratamento com
5-azaC (0 uM), ou seja, em células que ndo possuem CE (Figura 15). E também
apresentado um decréscimo das concentragdes dos AA nos demais tratamentos (50
e 150 yM) e a menor na MPE jovem.

Em Coffea arabica, Awada e colaboradores (2019) caracterizaram a presenca
dos metabdlitos relacionados aos estadios de folha (explante), desdiferenciagao, calo
(embriogénico e ndo embriogénico), rediferenciagdo e embrido. Contrapondo os
resultados citados, os autores identificaram especificamente na fase de calo um
sobre-acumulo de glicina, prolina e metionina; e um sub-acumulo de valina, leucina e
lisina. Comparando calos embriogénicos € nao embriogénicos, a valina também
apresentou um sub-acumulo em ambos e este AA foi o Unico em comum com o
presente trabalho apresentando resultado estatisticamente significativo.

Buscou-se compreender os elevados teores dos AA no controle do tratamento
e o declineo significativo a 150 uM e na MPE jovem apresentados pela linhagem
ECLO05, relacionando-os com a potencial de recuperacao da CE no tratamento a 150
MM apontada pela analise citoquimica (Tépico 4.2.2; Figura 7). Uma relagao da
resposta ao estresse celular com a orientagdo da via embriogénica foi sugerida em
estudos com Pinus sylvestris L. (SALO et al., 2016), Araucaria angustifolia (JO et al.,
2013), Larix leptolepis (ZHANG et al., 2010), Cyphomandra betacea (CORREA et al.,
2012, 2016) e Vitis vinifera (MARSONI et al., 2008). Nas duas ultimas espécies foi
observado que o estado embriogénico pode estar relacionado a capacidade das

células em regular os efeitos decorrentes das condigdes de estresse.
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A regulacdo dos efeitos decorrentes de condicbes de estresse ocorre pela
manutencgao das espécies reativas de oxigénio (EROs). Quando em niveis elevados
essas apresentam toxicidade devido a instabilidade quimica e interagdo com todos os
tipos de moléculas organicas (SOARES et al., 2019). Contudo, EROs sao encontradas
em baixos niveis devido o rapido processo de proliferacdo celular e metabolismo
aerobio ativo. Nesse caso podem atuar como sinalizadores intracelulares induzindo
uma resposta positiva no sistema antioxidante, o que ja foi observado em L. leptolepis
e na formagéo de embrides somaticos de A. angustifolia (ZHANG et al., 2010; JO et
al., 2013; SOARES et al., 2019).

Utilizando a analise protedmica Klubicova e colaboradores (2017) verificaram
que em Pinus nigra todas as proteinas envolvidas na desintoxicagdo eram mais
abundantes em tecidos ndo embriogénicos do que em embriogénicos. Em
Pseudotsuga menziesii [Mirb.] identificaram que esses sistemas nao foram ativados
de forma mais significativa independe do status da CE (GAUTIER et al., 2019). Os
autores dos trabalhos concordam que essa resposta € relacionada a predisposicao
dos tecidos a necrose apés a oxidacao de compostos fendlicos.

E possivel relacionar esses resultados discorridos na literatura com os
encontrados neste trabalho com Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis. Essa
relacdo se da uma vez que para alcancar a homeostase de EROs € necessaria a
sintese de enzimas antioxidantes e uma maior concentracdo de AA € observada a 0
UM e 50 uM (Figura 15), a qual ocorreu de forma similar em Pinus nigra (KLUBICOVA
et al., 2017).

Minimizando a producdo de ROS, a fotorrespiracdo que ocorre nos
cloroplastos realiza a assimilagéo do cation amonio pelo uso direto ou indireto de ATP
e NADPH (VOSS et al., 2013). Nesse processo ha formacao da glutamina pela enzima
glutamina sintetase (GS). Curiosamente, esse AA foi identificado neste trabalho
juntamente ao acido glicélico (Anexo 1), o qual é a fonte primaria de CO2 produzido
durante a fotorrespiracao (ZELITCH, 1972; NUNES-NESI et al., 2010).

Apesar da formacao de cloroplastos ocorrer na fase de embrides somaticos
cotiledonares em Pinus pinaster e Pinus sylvestrise (RODRIGUEZ et al., 2005) para
ser possivel a fotorrespiragao, a analise metabolémica de glutamina e acido glicolico
indicou uma maior concentragao nos tratamentos a 0 yM e 50 uM de forma similar aos
AA citados.
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Para elucidar o comportamento das MPEs do hibrido sdo necessarios estudos
futuros com protedmica, analise de EROs e o possivel papel da fotorespiracao nessa

fase do desenvolvimento.

5.2.3.3 Grupo 3 — Acido citrico e acido succinico

A respiracao celular pode ser dividida em trés principais vias: glicélise, ciclo
do acido tricarboxilico (TCA) e transporte mitocondrial de elétrons. Sendo uma das
vias principais do metabolismo, o ciclo do TCA é responsavel pela oxidagdo dos
substratos respiratérios para conduzir a sintese de ATP (FERNIE et al., 2004). Os
acidos organicos sao comumente associados a essa via, entre eles foi observada a
presenca de dois representantes significativos no estudo com 5-azaC na linhagem
ECLO5: o acido citrico e o acido succinico.

O papel dos acidos organicos nas fases do desenvolvimento embrionario,
contudo, é pouco compreendido (PULLMAN & BUCALO, 2014). Sabe-se que a taxa
de divisdo celular é elevada nas massas pré-embriogénicas (MPEs), levando ao
crescimento acelerado. Dessa forma, ocorre o que Taiz et al. (2017) denominam
respiracdo de crescimento, levando a uma alta demanda de producéo de energia e,
por consequéncia, da sintese dos acidos organicos associados ao cliclo do TCA
(RODE et al., 2012; ZHANG et al., 2019).

Apos isolar e identificar o acido citrico do megagametdfito de Pinus taeda,
Silva et al. (2008) aplicaram este de forma tépica em embrides somaticos em estadio
inicial e observaram um crescimento significativo das MPEs. E em um estudo com 26
acidos organicos foi observado o aumento significativo de cinco acidos durante o
desenvolvimento de embrides somaticos de P. taeda. O acido succinico, estando
entre esses, melhorou a iniciagdo das MPEs quando aplicado sozinho ou combinado
(PULLMAN & BUCHANAN 2006; PULLMAN et al., 2006).

De acordo com o estudo de Awada et al. (2019) é possivel a avaliacao de
metabdlitos do ciclo do TCA como marcadores para a CE em Coffea arabica. Neste,
a sub-acumulacdo dos metabdlitos em MPEs foi observada, contrapondo a alta
atividade do ciclo TCA nas células que ndo possuem CE. Contudo, o oposto foi
identificado no experimento com 5-azaC na linhagem ECL05, uma vez que os

elevados niveis de acido citrico em MPEs que possuem alta CE comprovadamente
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(MPE jovem) e com baixa CE (0 uM) foram estatisticamente iguais. Dessa forma, ndo
se aplica a sugestdo de Awada et al. (2019) no presente estudo.

Neste trabalho o acido succinico teve baixas concentragdes no tratamento a
150 uM e MPE jovem (Figura 16), porém foi estatisticamente semelhante entre essas
espelhando a analise citoquimica. Esses resultados apontam para uma demanda igual
de energia entre ambos, o que validaria o uso deste metabdlito do ciclo do TCA como
marcador para a CE (AWADA et al., 2019).

Como discutido para o grupo 1 — metabolismo de agucares (Topico 5.2.3.1),
para os aminoacidos também houve disparidade entre os resultados obtidos com C.
arabica e os identificados em ECL05. Possivelmente isso decorre das diferengas na
ES para angiospermas e gimnospermas. Com isso, sugere-se a realizagao de estudos
robustos sobre a atuacao dos metabdlitos relacionados ao ciclo do TCA nas diferentes
fases da ES em coniferas para elucidagao dos processos e dessa forma compreender

se a atuagao do agente 5-azaC interfere na demanda energética das células via TCA.
5.2.3.4 Putrescina

Poliaminas (PAs) sdo moléculas pertencentes a classe dos compostos
organicos nitrogenados. Nas plantas as formas mais representativas do grupo séao a
diamina putrescina, triamina espermidina, tetramina e espermina (Watanabe et al.,
2021). Essas estdo envolvidas em processos de desenvolvimento, como as
embriogéneses zigética e somatica (ES; PULLMAN & BUCALO, 2014; WINKELMANN
et al., 2016).

Visando uma melhor compreensao sobre a atuacdo dessas na ES, assim
como melhorar o desenvolvimento dos embrides somaticos, a quantificacdo de PAs
foi realizada em espécies florestais como Pinus pinaster (KLIMASZEWSKA et al.,
2007), Pinus gerardiana (MALABADI & NATARAJA 2007), Pinus nigra (NOCEDA et
al., 2009), Picea abies (GEMPERLOVA et al., 2009), Picea glauca (MESKAOUI &
TREMBALY, 2009), Araucaria angustifolia (JO et al., 2013) e Pinus sylvestris L.
(VUOSKU et al., 2012; SALO et al., 2016).

No experimento com diferentes tratamentos (0 uM, 50 uM e 150 uM) de 5-
azaC em conjunto com uma MPE jovem, a analise metabolémica determinou somente
a presenca da putrescina (Put; Figura 17). O mesmo foi observado em Pinus pinaster

exposto a 5-azaC e Pinus nigra utilizando HPLC, sendo proposto pelos autores que a
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falta dos demais metabdlitos esteja relacionada com o rapido metabolismo de PAs em
cultura celular de coniferas (KLIMASZEWSKA et al., 2009).

De forma enddgena ou exdgena, a maioria dos estudos indicam uma relagao
positiva de Put com o crescimento de culturas embriogénicas, estimulando a ES e
recuperando a CE (MALABADI & NATARAJA, 2007; KLIMASZEWSKA et al., 2007;
VUOSKU et al., 2012; CHEN et al., 2019). Na fase de proliferagéo, no entanto, também
ja foi relatada a relagéo inversa da concentragéo de putrescina com a CE (NOCEDA
et al., 2009) e a presenga abundante dessa independente do estado embriogénico
(SALO et al., 2016).

Neste trabalho a maior concentragdo de Put foi observada na MPE jovem
controle positivo para CE (Figura 17). Os diferentes resultados apresentados sugerem
que a concentracdo de Put em relagdo a CE pode variar entre as espécies. Essa
hipétese é reforcada pela analise de PAs em MPEs de dois gendtipos em Pinus
pinaster, a qual exibiu um perfil inconsistente, dificultando a atribuicdo a um fendtipo
de cultura especifico (KLIMASZEWSKA et al., 2007).

No presente experimento, em todos os tratamentos com 5-azaC, a
concentragcao de Put foi baixa mesmo a 150 yM, enquanto os resultados anteriores
vém indicando uma possivel reaquisicao da CE (Tépicos 5.2.1 e 5.2.2). Entretanto, é
observada a associacdo da diminuicdo de Put e a desmetilacdo do DNA com a
competéncia embriogénica durante a embriogénese zigética em Pinus nigra
(NOCEDA et al., 2009). Desse modo, & possivel pressupor que as baixas

concentracdes de Put possam ser relacionadas aos tratamentos com 5-azaC.

6 CONCLUSAO

4 A temperatura ndo tem efeito sobre a indugédo de massas pro-embriogénicas
de Pinus taeda e Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis submetidas a 15°C, 23°C
e 28°C e ainda a choque térmico de 60°C por 5 min seguido de incubagao a 23°C.

4 Ha forte efeito do gendtipo sobre a indugdo da ES em Pinus taeda e Pinus

elliottii x P. caribaea var. hondurensis.

v A linhagem ECLO5 do hibrido Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis

apresenta reaquisicdo de competéncia embriogénica na fase de proliferagdo com o
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uso de 5-azaC a 150 uM. Neste tratamento as analises utilizadas apontam para essa
concluséo devido: (1) o aumento de pré-embrides, (2) o conteudo de agucares similar
a massa pro-embriogénica jovem e (3) o aumento da expressao génica de SERK1 e

LEC1 em relacéo ao controle sem 5-azaC.

Consideragoes finais

Para estudos posteriores avaliando a aplicacdo de temperaturas na inducao
com Pinus taeda, é sugerido a investigagcdo da expressao génica. Essa leva a uma
melhor compreensao dos processos podendo indicar alteragées em nivel molecular
antes que sejam identificados em nivel celular.

Estudos robustos nas coniferas sdo necessarios para compreensao da
atuacao dos metabdlitos nas diferentes fases da ES. Com isso, sugere-se estudos de
metabolémica, assim como, com a aplicagédo de 5-azaC nas MPEs visando esclarecer
os processos de forma comparativa. De modo mais especifico, a associagao das
analises metaboldmica e de determinagcdo dos niveis de metilagdo do DNA
possibilitara avaliar se a concentragao de poliaminas pode ser relacionada aos baixos
niveis de metilagdo causados pelo agente 5-azaC, visando reaquisi¢cdo da CE em

especies de Pinus.
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ANEXO 1 - Variagcado da concentragao de acido glicélico em MPEs de

Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis sob efeito de azacitidina.
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