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RESUMO

CERRUTI, Giovanni Victorio. “Elucidacdo das respostas bioquimicas
mediadas por L-arginina durante o desenvolvimento de embrdes
somaticos de Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze”. 2019.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias, area de Biotecnologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo, 2019.

A Araucaria angustifolia € uma conifera endémica do Brasil e devido a sua
exploracdo predatoria, a espécie ocupa hoje apenas 2% do seu territorio
original. Técnicas biotecnolégicas como a embriogénese somatica (ES)
podem ser associadas a programas de melhoramento genético e
conservacao de germoplasma de espécies em situacao de vulnerabilidade
ou amecadas de extincdo. A similaridade entre a embriogénese zigdtica e
somatica tem sido utilizada para estudos visando o aprimoramento do
cultivo in vitro dos embribes somatico, bem como para melhor
compreensao acerca dos mecanismos moleculares e bioquimicos que
regulam a embriogénese. Nesse contexto, a homeostase redox € um fator
determinante para o correto desenvolvimento embrionario. Dentre os
eventos envolvidos no balanco oxidativo, esta o metabolismo de poliaminas
(PAs) e oOxido nitrico (ON), cujas vias metabdlicas sdo associadas ao
aminoacido L-arginina. O presente trabalho teve como objetivo analisar a
influéncia do aminoacido L-arginina na biossintese de ON, PAs e
aminoacidos durante a fase de transicdo entre a proliferacdo das massas
suspensor embrionarias e o0 desenvolvimento inicial dos embrides
somaticos (pré-maturacdo) em culturas embriogénicas responsivas (R) e
blogueadas (B) ao desenvolvimento embrionario. Foram analisados: |)
emissdao de ON endbégeno e a dinamica de proliferacdo celular em
suspensdes celulares suplementadas com a L-arg (5 e 10 mM); 1l) perfil de
PAs livres e aminoacidos (AAs); e lll) a influéncia da manipulacdo do
ambiente redox no desenvolvimento dos embribes utilizando glutationa
(GSH) e butionina sulfoxilamina (BSO). Posteriormente a pré-maturacéo
(14 dias), nas suspensdes celulares suplementadas com 5 e 10 mM de L-
arginina os niveis de ON observados na linhagem B foram maiores nos
grupos suplementados com L-arginina em comparagdo ao controle, em
contrapartida a linhagem R apresentou maior emissao no grupo controle e
gueda gradual nos tratamentos. Frente as condi¢cdes de maturagéo, apos
60 dias de cultivo, o tratamento suplementado com 5 mM de L-arginina
apresentou o maior numero de embribes no estadio | e Il de
desenvolvimento. Durante a fase de proliferacdo, na biossintese de PAs
observou-se um incremento no conteddo de putrescina (Put) e espermina
(Spm) nos grupos da linhagem B suplementados com L-arginina, enquanto
gue para ambas as linhagens a biossintese de espermidina (Spd)
permaneceu constante. Em relacdo a manipulacdo do ambiente redox, o



grupo controle apresentou maior formacéo de embrides. Os resultados aqui
obtidos fornecem informagbes relevantes acerca da interacdo entre o
metabolismo da L-arginina e embriogénese somatica, onde a
suplementacdo de 5 mM do aminoé&cido favoreceu a geracdo de embrides,
fato associado a diminuicdo no contetdo de ON, bem como outros
comportamentos bioquimicos aqui observados, como o acumulo da
poliamina putrescina e a variacdo no conteudo de aminoacidos. O
conhecimento oriundo do presente trabalho fornece novas abordagens
para o aprimoramento das condi¢cBes artificiais aplicadas no processo de
embriogénese somatica em Araucaria angustifolia.

Palavras-chave: Embriogénese somatica. Oxido nitrico. Araucaria
angustifolia. Poliaminas.



ABSTRACT

CERRUTI, Giovanni Victorio. “Elucidacdo das respostas bioquimicas
mediadas por L-arginina durante o desenvolvimento de embrdes
somaticos de Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze”. 2019.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias, area de Biotecnologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2019.

Araucaria angustifolia is a native conifer species of Brazil. Due to its intense
exploitation, the species cover only 2% of its original forest area.
Biotechnological tools, like somatic embryogenesis, may improve breeding and
conservation programs. The similarity between zygotic and somatic
embryogenesis have been used in studies in order to optimize somatic embryo
in vitro culture, as well as a better understanding regarding molecular and
biochemical mechanisms underlying embryogenesis. In this context, the
maintenance of redox homeostasis determine the correct embryo development.
Among the biological events regulating the oxidative balance is polyamine (PA)
and nitric oxide (ON) metabolism, both biochemical pathways associated with
the amino acid L-arginine. Herein, we aimed to analyse the influence of L-
arginine on nitric oxide, polyamines and amino acids metabolism during
proliferation of embryogenic somatic masses and initial development of somatic
embryos (pre-maturation) in responsive (R) and blocked (B) cell lines. We
investigated: 1) endogenous nitric oxide and growth dynamics in suspensions
culture supplemented with 5 and 10 mM of L-arginine; Il) PAs and amino acid
profiles; and 1lI) manipulation of redox balance with glutathione and buthionine
sulfoximine over embryo development. Nitric oxide content was higher on
blocked cell line supplemented with L-arginine (5 and 10 m M), in the
responsive cell line, the control group presented the higher content of
endogenous nitric oxide. After 60 days of culture on maturation phase, the
treatment with 5 mM of L-arginine presented the higher number of embryos on
stage | and Il of development. The biochemical profiles of polyamines was
marked by a higher content of putrescine and spermine on blocked cell line in
the presence of L-arginine, the content of spermidine remained constant in both
cell lines. Control group presented higher embryo formation during disturbances
in the redox envirornment. The results obtained here provide relevant
information regarding the interaction between L-arginine metabolism and
somatic embryogenesis, the presente of L-arginina (5 Mm) favored the
generation of embryos, a fact associated with a decrease in NO content, as well
as other biochemical behaviors, such as the accumulation of polyamine
putrescine and variation in amino acid content. The knowledge from the present
work provides new approaches for the improvement of the artificial conditions
applied in the process of somatic embryogenesis in Brazilian Pine



Keywords: Somatic embryogenesis. Nitric oxide. Araucaria angustifolia.
Polyamines.
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1. INTRODUCAO

1.1. Embriogénese zigGtica

A embriogénese vegetal tem inicio com o processo de fertilizacdo e
segue por uma sequencia estereotipada de estadios caracteristicos. O zigoto
emprega todo o seu potencial genético em processos de divisdes celulares
complexas e consecutivas que resultam em um organismo pluricelular (Laux
and Jurgens, 1997). A fase embrionaria é considerada crucial uma vez que
durante esta fase € especificado o meristema apical e radicular assim como o
padrdo morfogenético dos vegetais (von Arnold et al. 2002). Nas plantas
superiores, a embriogénese pode ocorrer de forma natural, através da fusdo
dos gametas com posterior formacédo do zigoto (embriogénese zigoética), ou
entdo pela via assexuada a partir da diferenciacdo do tecido materno em
embrides apomiticos (apomixia gametofitica ou esporofitica) (West and Harada,
1993; Sharma and Thorpe, 1995).

Desde o inicio do desenvolvimento embrionario sé&o observadas
diferencas morfolégicas que permitem separar as Gimnospermas das
Angiospermas (Jurzitza, 1987). Nas Gimnospermas o desenvolvimento do
embrido inicia com uma fase de ndcleo livre, enquanto que em Angiospermas a
primeira divisdo celular é acompanhada pela formacdo da parede celular
(Singh, 1978; Kong et al.,, 1999; Hakman and Oliviusson, 2002). Nas
Gimnospermas s&o reconhecidas trés fases distintas durante o
desenvolvimento embrionario: a) fase pré-embrionaria que vai desde a
fertilizacdo até o rompimento da arquegbnia pelo pré-embrido (estadios
anteriores ao alongamento do suspensor primario); b) fase embrionéria inicial,
gue compreende os estadios ap0s 0 alongamento do suspensor secundario, e
antes do estabelecimento dos meristemas; c) fase embrionaria tardia, na qual a
protoderme e o procambio séo diferenciados e os meristemas apical e radicular
sao estabelecidos (Singh, 1978; Haines and Prakash, 1980). Tanto em
Gimnospermas como em Angiospermas o desenvolvimento do embrido €
finalizado com a completa formacdo dos cotilédones, e pelo acumulo de
substancias de reserva (proteinas, lipidios e carboidratos) (Bewley and Black,
1994). Contudo, dependendo do tipo de semente (ortodoxa ou recalcitrante)



podem ocorrer variacdes com relacdo a diminuicdo da atividade metabdlica e
aquisicdo da tolerdncia a dessecacdo mediada pelo &cido abscisico (ABA)
(Walters and Reich, 2000).

1.2. Embriogénese somatica

Diferente dos animais, as células somaticas dos vegetais possuem a
programacao genética para a regeneracdo de individuos adultos pela via
assexuada. A embriogénese somatica (ES) é uma das vias de propagacao
assexuada em vegetais, sendo definida como a reestruturacdo no
desenvolvimento das células somaticas em direcao a rota embriogénica (Fehér
et al., 2003). O processo de ES representa uma das demonstracdes mais
claras da totipotencialidade em células de plantas superiores via a formacao in
vitro de estruturas embrionarias bipolares (Floh, 2015). De acordo com Haccius
(1978) a ES é o processo pelo qual embrides (novos individuos) se originam a
partir de células simples, que ndo séo produto da fusdo de gametas e que nao
apresentam conexdes vasculares com o tecido materno. A inducdo e o
desenvolvimento de embriées somaticos in vitro foi obtida pela primeira vez por
Steward et al. (1958) em cenoura (Daucus carota). Desde 2000, foram
publicados cerca de 46 artigos cientificos sobre o aperfeicoamento da técnica
de ES para Pinus taeda, Pinus strobus, Pinus sylvestris, Pinus pinaster, Pinus
radiata, Pinus patula, Pseudotsuga menziesii, Abies nordmanniana, Picea
abies, Picea glauca, Picea mariana, e Larix hybrids. Ademais,
aproximadamente 40 artigos cientificos descreveram a aplicacdo da técnica
pela primeira vez, demonstrando a importancia da ES para a propagacao
massal de coniferas (Klimaszewska et al., 2016).

A ES é considerada uma ferramenta biotecnologica importante para
aplicacdo na agricultura e para o setor florestal, por possibilitar a clonagem
massal de genotipos elite (Bozhkov et al., 2002) e por ser uma fonte de
material para programas de transformacdo genética (Klimaszewska et al.,
2016). Alem disso, a ES pode ser utilizada em associagcdo com outras técnicas
biotecnolégicas, como a tecnologia de sementes sintéticas e a criopreservacao,
possibilitando o estabelecimento de bancos ex situ de germoplasma de

espécies em situacdo vulneravel ou que ndo podem ser armazenadas em



bancos de sementes (Guerra et al., 2001; Auler et al., 2002). A ES também
pode ser utilizada como um sistema de referéncia para o estudo de aspectos
morfolégicos, moleculares e fisioldégicos da embriogénese vegetal (Floh, 2015).

Apesar da regeneracao de plantas via ES ja ter sido estabelecida em
espécies como a cenoura, algodao, cacau, cana-de-acucar e arboreas como
pinus, laureto e abeto (Correia et al., 2012; Quint et al., 2012; Klimaszewska et
al., 2016), para a grande maioria das espécies vegetais as condi¢cfes de cultivo
empregadas (estimulos fisicos e quimicos) ainda sdo ineficazes para o correto
desenvolvimento embrionario in vitro (Silveira et al., 2013). Portanto é
extremamente importante a realizacdo estudos que propiciem um maior
conhecimento sobre os mecanismos que controlam a embriogénese vegetal, a
fim de propiciar in vitro as condicbes necessérias para 0 correto

desenvolvimento embrionario (Garcia-Mendiguren et al., 2015).

1.3. Poliembriogénese zig6tica e somatica em gimnospermas

As gimnospermas, dentre elas as coniferas, representam mais de 50%
das reservas florestais existentes no mundo. Além da sua grande importancia
para o setor florestal, desempenham também uma fungéo ecolégica importante
nos ecossistemas em que habitam (FAO, 2005). Dentre as 800 espécies de
gimnospermas existentes, a maior parte esta concentrada na ordem Pinales
composta pelas familias Pinaceae, Cupressaceae, Araucariaceae,
Taxodiaceae, Podocarpaceae e Cephalotaxaceae (Durzan, 1996).

Na grande maioria das gimnospermas € comum, durante a fase
embrionéria inicial, a formacdo de multiplos embrides via a ocorréncia da
poliembrionia simples e da poliembrionia por clivagem. Na poliembrionia
simples, ocorre a formacédo de mais de um embrido, a partir da fertilizacao de
mais de uma arquegonia (Becwar and Pullman, 1995; Kong et al., 1999). Ja na
poliembrionia por clivagem, poliembrides podem ser formados a partir da
biparticdo das células da cabeca embrionaria (Gupta and Durzan, 1987;
Durzan, 2008). Independente do processo de poliembriogénese (simples ou por
clivagem), apenas o embrido zigético que atinge a cavidade de corroséo €
mantido na semente, sendo que o0s demais poliembrides (embrides

subordinados) sdo eliminados por morte celular programada (Vuosku et al.,



2009). Contudo, o resgate in vitro destes poliembrides no periodo que antecede
0 processo de morte celular programada, permite a continuidade do processo
de clivagem e formacédo de novos embrides em espécies que apresentam tanto
a poliembrionia simples como por clivagem (Durzan and Gupta, 1988; Guerra
et al., 1999; Durzan, 2008). Em coniferas, este processo de formacdo de
poliembrides in vitro € denominado de clivagem monozigética ou de
poliembriogénese somatica (PS) (Durzan, 2008).

Em gimnospermas, o primeiro relato da formacdo in vitro de
poliembrides soméaticos foi feito por Norstog, (1965), utilizando embrides
zigGticos de Zamia spp. Contudo em coniferas, apenas 20 anos mais tarde foi
feito o primeiro relato da regeneragéao de plantas a partir da poliembriogénese
somatica em Picea abies (Hakman and Arnold, 1985). Atualmente, existem
relatos de PS em 43 espécies de coniferas, sendo que a grande maioria
concentrada em membros da familia Pinaceae (Pinus, Picea, Abies e Larix)
(Ben Sutton, 2002; Bonga, 2016). Na familia Araucariaceae, apesar de
existirem cerca de 40 espécies em todo o mundo, apenas na Araucaria
angustifolia a técnica de PS tem sido utilizada (Schlogl et al., 2012).

Desde o inicio do seu estabelecimento, a técnica de PS tem sido
referenciada como uma das alternativas mais promissoras para a clonagem
massal de gendtipos elite de espécies arbdreas, e para a perpetuacao do
ganho genético em programas de melhoramento florestal (Klimaszewska et al.,
2011). Além disso, a PS é considerada como fonte de material para a
transformacao genética de espécies arbdreas e posterior regeneracdo dos
transformantes (Tang and Newton, 2003). Em funcdo da sua similaridade
morfolégica e molecular com a embriogénese zigoética, a PS tem sido utilizada
como fonte de material para a realizacdo de estudos de biologia celular e
molecular (Schlogl et al., 2012; Steiner et al., 2012) (Scholgl et al. 2012a;
Steiner et al. 2012; Durzan et al. 2012), fisiologia e bioquimica vegetal (Silveira
et al., 2006; Steiner et al., 2012; Vieira et al., 2012), e fitopatologia molecular
(Wendt dos Santos et al., 2008) durante fases do desenvolvimento embrionario
de dificil manipulacdo in vivo (correspondente as fases pro-embrionaria e
embrionaria inicial do embrido zigotico).

Atualmente, em funcdo da necessidade da conservagao e recomposicao
dos remanescentes florestais com espécies ameacadas de extingdo (Park &



Bonga, 2011), e dos possiveis danos a distribuicdo de espécies endémicas em
funcdo das mudancas climéticas globais (da Silva et al., 2008), a PS tem sido
cada vez mais utilizada em programas de conservagao de germoplasma em
gimnospermas (Merkel, 2011; Ma et al. 2012; Johnson et al. 2012). Além disso,
a associacao da PS com a criopreservacdo e com a tecnologia de sementes
sintéticas constitui-se com uma das abordagens mais promissoras, para o
estabelecimento de bancos de germoplasma ex-situ de gimnospermas com
sementes recalcitrantes, como no caso da A. angustifolia (Pieruzzi et al., 2011;
Reed et al., 2011).

A regeneracdo de plantulas utilizando a técnica de PS em espécies da
familia Pinaceae ocorre através de quatro etapas distintas de desenvolvimento
(Figura 1): 1) inducdo de massa suspensor-embrionaria (MSE) a partir de
embrides zigbticos em meios de cultura contendo auxinas (mais frequentes) e
citocininas (menos frequentes); 2) multiplicacdo da MSE em meios contendo
auxinas e citocininas em niveis mais baixos que os utilizados na inducao; 3)
maturacdo dos embribes somaticos em presenca de acido abscisico (ABA)
e/ou agentes osmoticos e; 4) germinacao dos embrides somaticos em meios de
cultura isentos de reguladores de crescimento (Tautorus et al., 1991; von
Arnold et al.,, 2002). Apesar de inumeros protocolos de PS ja terem sido
estabelecidos para espécies da familia Pinaceae, ao ponto de permitir a
producdo de plantas em escala comercial (Teyssier et al., 2011) em outras
familias de gimnospermas ainda existem uma série de limitagbes que

impossibilitam a regeneracéo de plantas via PS (Ben Sutton, 2002).
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Figura 1- Modulacdo da poliembriogénese somatica em coniferas, via os ciclos de

inducdo/manutencado e maturacdo/conversdo em plantulas.

Grande parte desta dificuldade estd associada as condi¢bes subdtimas
do ambiente artificial onde os poliembrides séo cultivados (Durzan, 2008;
Wendt dos Santos et al., 2008). De acordo com Stasolla et al., (2002), a
otimizag&o das fases iniciais no desenvolvimento embrionério é essencial para
que nado sejam acumulados “erros” na etapa seguinte do desenvolvimento
embrionério. Portanto, o aperfeicoamento das condi¢cdes in vitro nas fases
iniciais do desenvolvimento embrionarios (inducdo e multiplicacdo da MSE)
pode aumentar, substancialmente, o nimero e a qualidade dos embrides
somaticos nas fases tardias de desenvolvimento (maturacdo e regeneracao)
(Stasolla and Yeung, 2003).

Evidéncias recentes apontam que, durante o0 desenvolvimento
embrionario in vitro, a resposta ao estresse oxidativo gerada pelos estimulos
fisicos e quimicos aplicados nas culturas embriogénicas também possui uma
funcdo relevante na inducdo e desenvolvimento dos embrides soméaticos
(Remakanthan et al., 2014; Pullman et al., 2015; Guan et al., 2016). Alteracdes
no ambiente redox durante a ES podem interferir em uma série de compostos
importantes para a sinalizagcdo celular durante a embriogénese, incluindo
hormdnios como auxinas (Li et al., 2016), acido abscisico (Hauser et al., 2011),

poliaminas e etileno (Jo et al., 2014), bem como alterar o metabolismo de



antioxidantes (Schenk et al., 2014) e a deposi¢cdo de substancias de reserva
(Bailly, 2004). Além disso, o balanco redox parece ser importante para o
correto desenvolvimento dos meristemas apical e radicular durante a ES
(Stasolla and Yeung, 2001). De acordo com Stasolla et al., (2001)
gimnospermas e angiospermas compartilham semelhancas com relacdo ao
ambiente redox durante o desenvolvimento embrionario, sendo as fases iniciais
do desenvolvimento embriondrio caracterizadas por uma maior atividade de
compostos redutores, e as tardias por uma maior atividade de compostos

oxidantes.

1.4. Poliembriogénese somatica em Araucaria angustifolia

A. angustifolia € a uma espécie de conifera nativa do Brasil, cuja origem
data possivelmente do periodo carbonifero tardio (300 milh6es de anos atras)
com distribuicdo nos hemisférios norte e sul (Liu et al., 2009). Apesar da sua
ampla distribuicdo no periodo mesozoico, as mudancas edafoclimaticas
sofridas ap6s a separacdo dos continentes (Haworth et al., 2011)( e o
surgimento das angiospermas, fizeram com que a A. angustifolia ficasse
restrita a regides de altitude no sul da América do Sul (van Zonneveld et al.,
2012). Além das restricbes impostas pelo ambiente, a intensa exploracao
florestal sofrida (Figura 2) pela A. angustifolia desde o inicio do século XX,
fizeram com que a espécie fosse dizimada para apenas 2% da sua populacao
original (dos Reis et al., 2000).

Este intenso processo de exploracéo, acarretou a demanda por estudos
gue contemplassem o0 estabelecimento de programas de melhoramento
genético e conservacdo dos remanescentes florestais de A. angustifolia
(Roesch et al., 2009). Dentre estes estudos, o Laboratério de Biologia Celular
de Plantas do IB/USP (BIOCEL) foi uma das instituicdes pioneiras no Brasil no
estabelecimento de protocolos regenerativos na Araucaria utilizando a técnica
de organogénese direta e indireta (Handro, 1986). Contudo, assim como 0
observado nas demais coniferas (Figura 3), a baixa taxa de multiplicacdo e a
alta oxidacdo dos explantes impossibilitaram o uso desta técnica em larga

escala para A. angustifolia (Handro, 1986) .



Araucéria (Araucaria angustifolia)
Area de Ocorréncia Natural
Projeto Inventario dos Recursos Florestais da Mata Atldntica

Araucéria (Araucaria angustifolia)
Area de Ocorréncia Atual

Projeto Inventario dos Recursos Florestais da Mata Atlintica

[0 Doinis é Mata Atsnsca eszo Ay
r’ﬁ‘.\ [ b

Figura 2: Distribuicdo geogréfica da Araucaria angustifolia no Brasil representada na cor verde
escura. Comparagédo entre a distribui¢do no inicio do século XX (A), e a area de cobertura atual

da espécie (B). Fonte: Conselho Nacional da Reserva da Biosfera da Mata Atlantica (2012).

Figura 3: Representacdo da obtencdo de embribes zigdticos imaturos presente no
megagametofito de sementes de A. angustifolia. Partindo da coleta da planta matriz (A), onde
sdo coletadas pinhas imaturas (B) das quais sao retirados as sementes (C) contendo os

embrides imaturos (D). Fonte: adaptado de de Oliveira et al (2017).



Em 1992 com o primeiro relato da inducdo de culturas embriogénicas em A.
angustifolia por Guerra and Kemper (1992), abriu-se a possibilidade da
utilizac@o da rota de PS e das demais técnicas associadas (sementes sintéticas
e criopreservacdo) para o estabelecimento de programas de melhoramento
genético e conservacdo baseado no uso de ferramentas biotecnoldgicas.
Desde entdo, diversos estudos foram desenvolvidos visando o
aperfeicoamento e desenvolvimento de protocolos para inducéo, proliferacéo e
maturacdo de embrides somaticos nesta espécie (Astarita & Guerra 1998,
2000; Guerra et al. 2000; (Astarita and Guerra, 1998; Silveira et al., 2002;
Steiner et al., 2005; Silveira et al., 2006; Steiner et al., 2007; Dos Santos et al.,
2008; Schlogl et al., 2012; Jo et al., 2013).

Estudos dos aspectos bioquimicos, fisiolégicos e moleculares durante o
desenvolvimento do embrido zigético, visando uma abordagem integrada com
0 processo de poliembriogénese somatica em A. angustifolia também tem sido
desenvolvidos. Dentre eles, destacam-se o0s trabalhos relativos ao
envolvimento do acido indol-acético (Astarita et al., 2003b), acido abscisico
(Silveira et al., 2008), poliaminas (Astarita et al., 2003a; de Oliveira et al.,
2017), aminoécidos (Astarita et al., 2003c) e proteinas (Dos Santos et al., 2006;
Silveira et al., 2008; Balbuena et al., 2009) durante o desenvolvimento da
semente. Esses estudos, além de propiciarem um maior conhecimento dos
aspectos bioquimicos e fisiolégicos durante a embriogénese zigbtica em A.
angustifolia, vem permitindo o estabelecimento de condic6es de cultivo in vitro
mais apropriadas para os poliembrides. Para A. angustifolia, tem sido
demonstrado que a manipulagdo do meio de cultura com relacdo ao
metabolismo de aminoacidos (Wendt dos Santos et al., 2008), 6xido nitrico
(Silveira et al., 2006; Vieira et al., 2012) e poliaminas (Silveira et al., 2006;
Steiner et al.,, 2007; Dutra et al.,, 2013; Douétts-Peres et al., 2019) tem
desencadeado mudancas morfoldégicas adequadas para a formacdo dos
poliembrides somaticos. Neste sistema in vitro, a clivagem monozigotica ocorre
na auséncia de auxinas e citocininas, e, portanto outros fatores do meio de

cultura podem influenciar o processo de formacéo dos poliembrides somaticos.

1.5. L-arginina



Dentre os 20 aminoacidos envolvidos na sintese de proteinas, a L-arginina
€ um dos principais componentes do metabolismo intermediario de nitrogénio
(N) em coniferas (Durzan and Pedroso, 2002). A L-arginina é o amino&cido que
possui a maior razdo de nitrogénio em relacdo ao carbono, o que a torna, em
conjunto com o glutamato, uma das fontes mais utilizadas pelas coniferas
como armazenamento de nitrogénio na forma organica. O aminoécido constitui
até 40% do nitrogénio encontrado em proteinas das sementes e entre 50-90%
do armazenamento livre (Chernobrovkina et al., 2016). A L-arginina pode ser
utilizada tanto para a sintese proteica quanto como fonte para a formacéo de
prolina e poliaminas e, consequentemente, de 6xido nitrico (Gupta et al., 2016).

A inter-conversdo ciclica da arginina e das amidas representadas pela
glutamina e asparagina possuem uma funcdo vital no metabolismo e na
economia do N durante o longo ciclo de vida das coniferas. Evidéncias
apontam que a L-arginina é sintetizada nas micorrizas e que sua associacao
com raizes de plantas vasculares permite a translocacdo do aminoé&cido para o
micélio intraradicular onde ocorre sua degradacédo e a formacédo de amoénia que
€, entdo, assimilada pela planta (Canovas et al., 2007).

As vias de biossintese da L-arginina (Figura 4) ocorrem nos cloroplastos e
envolvem dois processos: primeiro, é sintetizada a partir da ornitina oriunda de
um precursor do glutamato, numa via ciclica através de diversos intermediarios
N-acetilados. A ornitina € posteriormente liberada transferindo um acetil para o
glutamato atraveés da enzima NZ-acetilornitina:N-acetilglutamato
acetitransferase (NAOGACT; EC 3.5.1.16). Alternativamente, o grupamento
acetil da N2-acetilornitina pode ser liberado na forma de acetato pela enzina N>-
acetilornitina deacetilase (NAOD; EC 3.5.1.16). Por fim, a ornitina € convertida
em arginina numa série de reacdes que envolvem citrulina e argininosuccinato

como intermediarios (Llebrés et al., 2018).
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Figura 4: Via de biossintese da L-arginina em plantas. Diagrama representando a via de
biossintese de arginina no cloroplasto e no citosol. ADC1, arginina descarboxilase; NOS-like,
oxido nitrico sintase; NAOD, N’-acetilornitina deacetilase; OAD, ornitina-aminotransferase;
P5C, pirrolina-5-carboxilato. Fonte: adaptado de (Llebrés et al., 2018).

A enzima arginase (EC 3.5.3.1) é responséavel pela hidrolise da L-arginina
em ornitina e uréia na mitocondria. A ornitina € convertida em pirrolina-5-
carboxilato (P5C) pela ornitina-aminotransferase (OAD; EC 2.6.1.13),
exportada para o citosol e utilizada para a sintese de prolina, a qual pode ser
utilizada como aminoacido para a sintese proteica ou como intermediario em
respostas ao estresse, mais especificamente como quelante de metais e
antioxidante (Igbal et al., 2016).

Estudos abordando o metabolismo de arginina em modelos vegetais
indicam que o aminoacido participa da sintese de o6xido nitrico (ON), no
entanto, os mecanismos moleculares envolvidos na reacdo ainda sdo pouco
conhecidos (Winter et al., 2015). Ensaios bioquimicos acerca da sintese de ON
em animais confirmaram a participacdo da enzima NO-sintase (NOS; EC
1.14.13.39) na conversao de L-arginina em L-citrulina e ON (Domingos et al.,
2014). Em situacdes onde a disponibilidade de arginina € reduzida, tais

enzimas produzem o anion superéxido (O,) e ON, o que pode levar a producéo



de peroxinitrito, uma espécie reativa citotOxica em diversos processos
fisiolégicos (Wendehenne et al., 2001). Ainda ndo foram identificados
homologos da enzima em espécies vegetais, no entanto, na alga Ostreococcus
tauri foi identificada uma sequéncia génica com 40% de similaridade com a
sequéncia identificada em animais (Foresi et al., 2010).

Além do ON, a L-arginina também é precursora de poliaminas (PAS),
moléculas envolvidas em diversos processos relacionados ao crescimento e
desenvolvimento vegetal, incluindo resposta a estresses bioticos e abioticos.
Foi sugerido por Correa et al (2016) que o aminoacido pode atenuar os danos
causados pelo estresse oxidativo, ou seja, possui a capacidade de manter o
ambiente pré-oxidante/antioxidante em equilibrio dentro de condicdes
fisiologicas favoraveis, sem implicacdes na producdo de ON e PAs. Estudos
abordando a influéncia da L-arginina na suplementacdo do meio de cultura
foram realizados, onde a presenca do aminoacido favoreceu o crescimento in
vitro da parte aérea de Hibiscus moscheutos (Greenwell et al., 2018). Em Pinus
radiata, a L-arginina favoreceu a maturacdo de embrides somaticos e
conversdo em plantula por promover o acumulo de proteinas de reserva
(Morcillo et al., 1999).

1.6. Poliaminas

As poliaminas (PAs) sdo substancias ubiquas j& identificadas em
bactérias, fungos, animais e plantas (Vuosku et al., 2006; Lasanajak et al.,
2014; Majumdar et al.,, 2016). Sdo compostos nitrogenados alifaticos
carregados positivamente em pH fisiologico (Groppa et al., 2008). Visto que as
PAs sao carregadas positivamente, elas podem interagir com macromoléculas
carregadas negativamente, como DNA, RNA, proteinas e fosfolipideos,
exercendo sua acdo na regulagdo de propriedades fisico-quimicas de
membranas e modulacdo da atividade enzimatica (Galston and Sawhney,
1990). As PAs estdo associadas a diversos processos do desenvolvimento
vegetal, como: divisdo celular, resposta adaptativa ao estresse biotico e
abiotico, senescéncia, amadurecimento de frutos, metabolismo de ON,
metabolismo secundario e embriogénese (Santa-Catarina et al., 2006; Silveira
et al., 2006; Steiner et al., 2007).



As principais PAs encontradas nos vegetais sao: putrescina (Put),
espermidina (Spd) e espermina (Spm) (Jo et al., 2014; de Oliveira et al., 2017).
Nos vegetais, a Put é sintetizada pela descarboxilagdo do amino&cido arginina
ou ornitina pelas enzimas arginina descarboxilase (ADC; EC 4.1.1.19) ou
ornitina descarboxilase (ODC; EC 4.1.1.17). A via da ADC é considerada a
mais ativa em plantas durante a embriogénese e respostas a estresse abiotico,
enquanto que a via da ADC seria mais ativas em regides com alta atividade de

divisdo celular como nos meristemas (Baron and Stasolla, 2008).
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Figura 5 - Via de biossintese da arginina/ornitina e poliaminas. AlH, agmatina deiminase; ARG,
arginase; ADC, arginina descarboxilase; ASS, argininosuccinato sintase; CPA, N-
carbamoilputrescina amidase; DAO, diamino oxidase; NOS, oOxido nitrico sintase (putativa);
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sintase. Fonte: de Oliveira (2017).

A consecutiva adicdo de dois grupamentos aminopropil (Figura 5) na
estrutura da putrescina resulta na formacédo da Spd pela Spd-sintase (SPMS;
EC 25.1.22) e da Spm pela Spm-sintase (SPMS; EC 2.5.1.22). Os



grupamentos amino (Figura 6) s&do oriundos da descarboxilacdo da S-
adenosilmetionina (SAM) pela enzima S-adenosilmetionina descarboxilase
(SAMDC; 4.1.1.50) (Slocum, 1991). A integracéo das vias bioquimicas de PAs
e etileno se da através da SAM, sendo um precursor comum entre os dois
metabolismos (Jo et al., 2014).

Duas enzimas sdo responsaveis pelo catabolismo de PAs: a poliamina
oxidase (PAO; EC 1.5.3.3), degradando tanto Spm em Spd, como Spd em Put,
e a diamino oxidase (DAO; EC 1.4.3.6), ou a amina oxidase contendo cobre
(CuAO), responsavel por degradar a Put em A™-pirrolina, e posteriormente em
GABA o0 qual é direcionado para o ciclo do &cido tricarboxilico (Sequera-
Mutiozabal et al., 2016). A importancia do catabolismo de PAs se d& no
envolvimento dos produtos de tal reacdo em processos bioquimicos
adjacentes, destacando o H,O, o qual participa do remodelamento da parede
celular nos processos de lignificagéo e rigidez da parede (Saha and Blumwald,
2016).

O metabolismo de poliaminas e o6xido nitrico aparentemente esta
associado a mecanismos regulatorios que possuem papel importante em
diferentes processos do desenvolvimento vegetal (Silveira et al., 2006). A
associacado bioquimica entre PAs, ON e arginina foi relatada em Arabidopsis
thaliana, onde a suplementacdo das sementes com poliaminas estimulou a
liberacdo de ON, no entanto, 0 mecanismo pelo qual isso ocorre ainda nao foi
caracterizado (Tun et al., 2006; Gao et al.,, 2008). Estudos realizados com
mutantes de A. thaliana alterados para a sintese de PAs reforcam a ideia de
gue essas sdo moléculas de grande importancia para o desenvolvimento

embrionario vegetal (Imai et al., 2004).
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Figura 6- Estrutura molecular das poliaminas putrescina, espermidina e espermina. Fonte: de
Oliveira (2017).



1.7. Oxido nitrico

O oxido nitrico (ON) é um radical livre altamente difusivel pela
membrana plasmatica, atuando como mensageiro inter- e intracelular em
diversos processos bioldgicos, incluindo a embriogénese, germinacao,
rizogénese, morte celular programada, regulacdo hormonal e respostas ao
estresse bidtico e abidtico (Santa-Catarina et al., 2007). A sintese de 6xido
nitrico em plantas, pode ocorrer através da via oxidativa a partir da L-arginina,
poliaminas ou hidroxilaminas , enquanto que as reacfes redutoras ocorrem
pela rota da nitrato redutase (NR) associada a membrana plasméatica e a
mitocondria (NINOR) (Tun et al, 2006; Gupta et al, 2011).
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Figura 7: Vias para a biossintese de ON. A- Oxidativa, derivada da oxidacdo de PAs,
hidroxilaminas ou L-arginina; e B- Reduzida, decorrente da redugéo do nitrato (NO3’) ou nitrito
(NOy). NR — nitrato redutase; NINOR — nitrito:NO redutase; NOS — oxido nitrico sintase; XO —

xantina oxidoredutase. Fonte: adaptado de (Prochazkova et al., 2014).

A estrutura da molécula de ON possui grande capacidade para formar
espécies reativas de nitrogénio (ERNs). O radical livre NO™ pode ganhar ou
perder elétrons para formar NO™ ou NO™; também pode reagir com O, para
formar NO,-, ou com espécies reativas de oxigénio (EROs), como O, para dar
origem ao peroxinitrito (ONOO") (Baudouin, 2011). Ademais, o ON atua sobre
processos pos-traducionais como S-nitrosacéo e S-nitrosilacao (nitrosilacéo de
metais) (Astier et al., 2018). A S-nitrosacdo correponde a modificacbes pos-
traducionais reversiveis onde o ON se associa a residuos de cisteina,

promovendo alteragbes conformacionais, as quais podem afetar a atividade



proteica, localizacéo celular e interagdo com outras moléculas (Lamotte et al.,
2015). O processo inverso, denominado denitrosilacdo também é responsével
por regular a atividade proteica e a sinalizacdo celular (Martinez-Ruiz et al.,
2011). Por ser um radical livre, 0 ON é capaz de doar elétrons, interagindo com
metais de transicdo através de ligacdes covalentes com os grupamentos Fe-S,
heme e também com proteinas “zinc-finger”, alterando a atividade proteica.

De acordo com (Részer, 2014), durante o desenvolvimento embrionério
in vitro, 0 ON promove a divisdo celular e a formacgédo de células embriogénicas,
participando em conjunto com o acido 2,4-diclofenoxiacético (2,4-D) do
estabelecimento de uma populacdo de células competentes para a rota
embriogénica. Em A. angustifolia a suplementacdo do meio de cultura com
glutationa (GSH) promoveu uma diminui¢cdo nos niveis enddégenos de ON e um
aumento na diferenciacdo das massas suspensor embrionarias em embrides
somaticos iniciais (estadios | e Il de desenvolvimento) (Vieira et al. 2012).
Ademais, como relatado por Osti et al. (2010), a aplicagédo de doadores de ON
ao meio de cultura promoveu incremento no crescimento celular apés 21 dias
de cultivo em culturas de A. angustifolia.

A relacdo entre oOxido nitrico e poliaminas durante a embriogénese
somatica foi relatada em Ocotea catharinenses onde a suplementacdo com
Spd e Spm permitiu o total desenvolvimento de embriGes através de alteracfes
nos niveis enddgenos de ON e PA, sendo que ambos aumentaram durante o
cultivo (Santa-Catarina et al., 2007). Estudos reforcando a interacdo ON/PAs
em plantas confirmam a atuacdo de putrescina sobre o 6éxido nitrico, onde
massas pro-embriogénicas de A. angustifolia foram submetidas a aplicacao
exégena de Put (1.0 mM) provocando incremento na biossintese de ON
(Silveira et al., 2006).

1.8. Glutationa (GSH)

Glutationa (y-glutamilcisteina-glicina) é o principal tiol de baixo peso
molecular em células eucaridticas e procarioticas (Noctor et al., 2012;
Hausladen et al., 2017). A sintese de GSH se da através de duas etapas ATP-
dependentes (Figura 8), sendo inicialmente catalisada pela y-glutamilcisteina

sintetase (EC 6.3.2.2) originando y-glutamilcisteina (y-EC) a partir dos



aminoacidos glutamato e cisteina, em seguida, a glicina é adicionada a
extremidade C-terminal de y-EC pela glutationa sintetase (GS), dando origem a

glutationa reduzida (Noctor et al., 1998).

Assimilagdo deN  +  Assimilagéo de S

1 1

Glutamato Cisteina

y-glutamilcisteina sintetase (y-ECS)
Glicina + y-glutamilcisteina

ATP

Glutationa sintetase (GS)
ADP + Pi

Glutationareduzida
(GSH)

Figura 8: Via de biossintese da glutationa reduzida (GSH) a partir dos seus aminoacidos

constituintes. Fonte: adaptado de (Noctor et al., 1998).

Dentre as propriedades quimicas da glutationa (GSH) esta a capacidade
antioxidante da molécula, mediada pelo grupamento sulfidril da cisteina, a qual
frente a oxidacdo, forma ligacdes dissulfeto com outra molécula de GSH,
gerando a glutationa oxidada (GSSG). A GSH também pode formar ligacdes
dissulfeto com proteinas e outros grupo tiol, como a Coenzima A (Hausladen et
al., 2017). O estado redox € um indicador da protecdo antioxidante da célula
(Hardeland et al., 2000), tal estado se deve a sinais externos que moderam o
equilibrio entre as formas reduzidas e oxidadas de moléculas (Pastori and
Foyer, 2002), como a glutationa reduzida (GSH)/ glutationa dissulfeto (GSSG),
capazes de se interconverterem entre suas formas oxidada e reduzida
(Stasolla, 2010).

A reducdo do GSSG para GSH € mediada pela enzima glutationa-redutase
(GR; EC 1.8.1.7) com o uso de NADPH. Essa interconversao é responsavel
indiretamente por modular os niveis de acido ascorbico, ja que a GSH é
substrato para a reacdo de reducdo do dehidroascorbato em ascorbato, um

agente antioxidante envolvido na remocao de espécies reativas de oxigénio



(Noctor et al., 2012). Estudos utilizando o modelo Picea glauca demonstraram
gue a manipulacéo da razdo GSH/GSSG promoveu o aumento na formacao de
pro-embrides, a partir da inversdo da razdo com a suplementacdo com GSSG,
denotando a importancia do balanco oxidativo para o desenvolvimento de
embribes somaticos (Belmonte et al., 2005). Somado ao balanco GSH/GSSG,
foi sugerido por Vieira (et al, 2012) que em A. angustifolia a presenca do 6xido
nitrico pode interferir na polarizacdo dos pro-embrides. A suplementagdo do
meio de cultura com glutationa em baixas concentra¢des (0,01 e 0,1 mM) pode
ter agido como “sequestradora” de ON na pré-maturacdo de culturas
embriogénicas de Araucaria angustifolia. No mesmo estudo, foi observado que
a suplementacdo com GSH (5 mM) promoveu queda nos niveis de PAs livres,
fato que pode ser associado com a diminuicdo na taxa de proliferacdo durante
a maturacao (Vieira et al., 2012)

No ambito de manipulacdo do ambiente redox, observou-se em A. thaliana
inducdo no crescimento radicular quando GSH exdgena foi aplicada, em
contrapartida, quando inserido L-butionina sulfoximina (BSO), o efeito da

glutationa foi inibido (Sanchez-Fernandez et al., 1997).

1.9. Importancia do estudo

Na familia Pinaceae, a proliferacdo da massa pro-embrionaria (MPE)
ocorre na presenca de auxinas e citocininas, sendo que a formacdo dos
poliembrides somaticos somente é acionada ap0s a retirada por 14 dias dos
reguladores de crescimento do meio de cultura (dos Santos et al., 2016)
(Figura 9A). Este procedimento permite uma maior sincronizagéo das culturas
embriogénicas, e o desenvolvimento de um grande numero de estruturas

receptivas aos agentes promotores de maturagédo (ABA e agentes osmoticos).

Diferentemente ao observado para outras coniferas, a inducdo e
proliferacdo das culturas embriogénicas em A. angustifolia pode ser feita em
meio de cultura isento de auxinas e citocininas. Este fato, apesar de ser
considerado como uma vantagem por atenuar 0s problemas associados ao
cultivo prolongado em meio contendo reguladores de crescimento (variacao

somaclonal), impossibilita a formacdo de poliembrides somaticos (estadio 1)



pela simples retirada das auxinas e citocininas do meio de cultura. Como
resultado, as culturas embriogénicas de A. angustifolia sdo formadas apenas
por agregados celulares contendo células embrionarias e de suspensor com
diferentes tamanhos, e por um baixo numero de poliembribes somaticos
(Figura 9B). A auséncia de embrides somaticos e a genotipo-dependéncia da
resposta das culturas ao ABA tem dificultado a fase de maturagcdo dos
embrides, haja vista que o ABA provoca a oxidacdo das estruturas

embrionarias menos evoluidas morfologicamente (Jo et al., 2014).

Os resultados até agora observados, com a manipulacdo in vitro dos
poliembrides somaticos, e dos estudos dos aspectos bioquimicos e fisioldgicos
da semente de A. angustifolia (Vieira et al., 2012; Jo et al., 2014; Elbl et al.,
2015; dos Santos et al., 2016; Navarro et al., 2017; de Oliveira et al., 2018), é
possivel sugerir que muitas das condi¢des utilizadas para a regeneracdo de
plantas via PS em espécies da familia Pinaceae ndo possam ser integralmente
utilizadas para A. angustifolia. Portanto, para A. angustifolia € necessario que
sejam feitos aperfeicoamentos no meio de cultura visando aumentar a
quantidade e a qualidade dos embrides somaticos produzidos. Durante o
cultivo in vitro, a aplicacdo de condicdes estressantes via estimulos fisicos e/ou
quimicos sdo muitas vezes utilizadas para o desencadeamento de respostas
morfogenéticas. Portanto, o nivel de tolerdncia ao estresse apresentado por
cada linhagem celular pode influenciar a sua adaptacao as condi¢des artificiais
utilizadas no cultivo in vitro. Linhagens celulares com alto potencial
embriogénico apresentam um aparato redox mais ativo quando comparado a
linhagens celulares incapazes de desenvolverem embrides somaticos. No
presente trabalho foi testada a suplementagcdo do meio de cultura com a L-
arginina (5 e 10 mM) durante a fase de pré-maturacdo das culturas
embriogénicas. A incorporagdo da L-arginina teve como objetivo avaliar as
alteracdes promovidas em compostos relacionados a resisténcia ao estresse
como o0 Oxido nitrico, poliaminas, aminoacidos e atividade da arginina
descarboxilase e ornitina descarboxilase em culturas com diferentes potenciais
embriogénicos, e na formacgdo de embrides somaticos estadios | e Il de

desenvolvimento (Figura 9C).
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Figura 9 — Desenvolvimento de embrides soméaticos em membros da familia
Pinaceae e a estratégia utilizada em Araucaria angustifolia. A- Nos membros da
familia Pinaceae a transicdo entre os ciclos de proliferacdo e desenvolvimento dos
embrides somaticos ocorre apos a retirada dos reguladores de crescimento do meio
de cultura (meio de pré-maturacao). B- Na A. angustifolia ndo é feito a pré-maturagéo
das culturas, o que pode acarretar em um nimero reduzido de embribes somaticos. C-
Abordagem do presente estudo. Realizacdo de uma pré-maturacdo em meio
suplementado com L-arginina levaria a alteracdo de compostos relacionados a uma
maior resisténcia ao estresse (poliaminas, 6xido nitrico, aminoacidos e atividade da
ADC e ODC) decorrente durante a fase de maturacao.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da suplementacdo da L-
arginina durante a proliferacdo e maturacdo dos embriGes soméaticos de Araucaria
angustifolia, e sua influéncia na emissdo de O6xido nitrico intracelular, perfis de

poliaminas e aminoacidos.
As estratégias para o desenvolvimento do trabalho estdo apresentadas abaixo:

1- Induzir e proliferar linhagens celulares embriogénicas em meio de cultura
isento de reguladores de crescimento

2- Avaliar a emissdo de o6xido nitrico intracelular e o incremento em biomassa
(massa fresca e peso seco) em linhagens celulares com diferentes potenciais
embriogénicos proliferadas em meio liquido suplementado com L-arginina (5 e
10 mM)

3- Analisar o perfil de poliaminas e aminoacidos, e sua associagdo com a emissao
de ON nas linhagens celulares proliferadas na presencga de L-arginina (5 e 10
mM)

4- Aperfeicoar o meio de maturagdo dos embrides somaticos utilizando diferentes

concentragdes de glutationa e butionina sulfoxilamina (BSO).



3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material vegetal
3.1.1. Embriogénese zigotica

Embrides zigodticos imaturos de A. angustifolia foram coletados entre os
meses de novembro e dezembro de 2016 no Parque Estadual de Campos do
Jordao Latitude: -22.7386, Longitude: -45.5921 22° 44’ 19" Sul, 45° 35’ 32" Oeste ,

localizado no municipio de Campos do Jordédo, Estado de Séo Paulo.

3.2. Embriogénese somética

Para a realizacdo de estudos envolvendo a embriogénese somatica
foram utilizadas linhagens celulares embriogénicas induzidas e proliferadas no
BIOCEL de acordo com dos Santos et al (2008). Os gendtipos ja estabelecidos
foram caracterizados quanto ao seu potencial embriogénico (classificadas
como responsivas ou bloqueadas para a formacao de embribes somaticos) por
Jo et al, (2014) e de Oliveira et al (2017). Linhagens celulares bloqueadas (B)
nao respondem aos estimulos fornecidos por agentes osmoéticos e acido
abscisico (ABA), ndo formando embrides somaticos. Linhagens celulares
responsivas (R) produzem embribes somaticos pré-cotiledonares e
cotiledonares quando cultivadas na presenca de agentes osmoticos e ABA (de
Oliveira et al., 2018)

3.2.1. Inducéo das culturas embriogénicas

Para a inducédo, sementes imaturas de A. angustifolia (provenientes de
trés matrizes) foram removidas dos seus cones e em seguida submetidas a
assepsia com etanol 70% (v/v) por 5 minutos e em solucdo de hipoclorito de
sédio 20% (v/v) por 20 minutos, ambas sob agitacdo, seguido de trés lavagens
com H,0 destilada autoclavada.Os embrides zigoticos imaturos foram retirados
do megagametdfito para serem utilizados como explantes e inoculados em
tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura BM (Gupta and Pullman,
1991) (10 mL/tubo) MSG basico (Becwar et al., 1989), solidificado com Gelrite®
(Sigma-Aldrich®, Saint-Louis, MO, EUA) (3 g.L%), e suplementado com



sacarose (30 g.L™). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 com 1 mM
de NaOH e HCI. O meio de cultura foi autoclavado a temperatura de 120 °C por
15 min. Os tubos com embriGes inoculados foram mantidos durante 45 dias, no
escuro a temperatura de 25° + 2°C. ApoOs esse periodo foi calculada a
porcentagem de inducdo onde cada embrido inoculado apresentando uma
massa celular branco translicida e de aspecto mucilaginoso foi caracterizado

como uma cultura embriogénica (CE).

3.2.2. Proliferacéo das culturas embriogénicas

Apos 45 dias, as CE das linhagens induzidos no ano de 2016, foram
proliferadas em meio de cultura MSG-0 (Becwar et al., 1989) suplementado
com sacarose (30 g.L™!) e glutamina (1,46 g.L™!) e mantidas no escuro, a
temperatura de 25° + 2°C. Em intervalo de 15 dias, as culturas embriogénicas
foram subcultivadas em meio de cultura fresco de mesma constituicdo. A
caracterizacdo das linhagens celulares com relacdo a presenca de estruturas
pré-embriogénicas foi realizada através da técnica de coloragdo com

acetocarmine 1% (p/v) e azul de Evans 0,05% (p/v) (Gupta and Durzan, 1987).

3.2.3. Estabelecimento de suspensodes celulares

De acordo com dos Santos et al (2008) foram estabelecidas suspensdes
celulares utilizando 500 mg de CE dissociadas em 4 mL de meio MSG-0
liguido, sendo posterioremente transferidas para frascos Erlenmeyer (150 mL)
contendo 25 mL de meio MSG-0 liquido . As suspensdes foram mantidas no
escuro, a temperatura de 25° + 2°C em agitadores com rotacdo de 120 rpm.
Apoés trés ciclos de subcultivo de 12 dias as suspensdes celulares foram

consideradas estabelecidas. .

3.2.4. Maturagdo das culturas embriogénicas

3.2.4.1. Maturacao das CEs suplementadas com L-arginina durante a
proliferacao
O experimento de maturagdo com pré-tratamento com L-arginina (5 e 10

mM) foi realizado durante a fase de proliferagdo nas mesmas condi¢coes de
cultivo do item 3.3.2, as CEs foram cultivadas em placas de seis pocos, cada

um contendo 50 mg/ mL de CEs dissociadas em 5 mL de MSG-0. Apos a fase



de pré-maturacdo, 100 mg (peso fresco) de cada uma das suspensdes
celulares foram transferidas em triplicata para placas de Petri (90x15) e
dispostas sob papel filtro (70 mm), o meio de cultura utilizado foi o MSG basico,
solidificado com com Gelrite® (Sigma-Aldrich®) (3 g.L™Y), suplementado com L-
glutamina (1,46 g.L™), sacarose (30 g.L ™), carvdo ativado (3 g.I'}) e ABA. As
CEs em triplicata foram mantidas no escuro, a temperatura de 25° + 2°C
durante 60 dias . Apos 60 dias de cultivo, amostras contendo 50 mg de calos
embriogénicos contendo na sua superficie embries somaticos nas fases | e Il
de desenvolvimento foram dissociados em 0,5 mL de agua destilada
autoclavada. Aliquotas contendo 0,1 mL destas suspensfes foram dispersos
em laminas (30 laminas por tratamento) e inspecionadas em microscopio para
a contagem do numero de embrides somaticos (foram anotados os embrides

formados nos estadios | e II).

3.2.4.2. Manipulacdo do ambiente redox durante maturacéo utilizando GSH e
BSO
Para o experimento de maturacdo nos pré-tratamentos (14 dias)

utilizando glutationa (0.1 mM), as CEs estabelecidas foram cultivadas em
triplicata em placas de Petri (90x15) contendo 50 mg/ mL (peso fresco) de CEs
dissociadas e dispostas sob discos de papel filtro (70 mm) na forma de quatro
gotas, o meio de cultura utilizado foi 0 MSG, solidificado com Gelrite® (Sigma-
Aldrich®) (3 g.L™Y), suplementado com L-glutamina (1,46 g.L™}), sacarose (30
g.Lh), carvdo ativado (3 g.I'). As culturas foram mantidas no escuro, &
temperatura de 25° + 2°C. Posteriormente, as CEs foram transferidas para
novo meio de maturac@o suplementado com BSO e 4acido absisico (ABA).

Para os experimentos de maturacéo no pré-tratamento com 0.1 mM de
glutationa (14 dias) e BSO (60 dias), as CEs estabelecidas foram cultivadas em
placas de Petri (90x15) contendo 50 mg/ mL (peso fresco) de CEs dissociadas
e dispostas sob discos de papel filtro (70 mm) na forma de quatro gotas
(Figura 1 - material suplementar), o meio de cultura utilizado foi o0 MSG ,
solidificado com com Gelrite® (Sigma-Aldrich®) (3 g.L™), suplementado com L-
glutamina (1,46 g.L™?), sacarose (30 g.L™), carvdo ativado (3 g.I'") e o agente

promotor de maturacao, acido absisico (ABA). Para ambos experimentos, foi



realizado a contagem de embrides apds o periodo de incubagédo, em conjunto

com a analise morfoldgica dos embriées formados.

3.2.5. Dindmica de crescimento das suspensdes celulares

A metodologia descrita por Osti et al. (2010), durante 16 dias, em
intervalos de 2 dias o crescimento foi observado e mensurado em milimetros.
Para tal, suspensfes celulares em triplicatas contendo 100 mg de células
dissociadas em meio de cultivo idéntico ao descrito no item 3.3.2. e foram
depositados em frasco Erlenmeyers proprios para crescimento na presenca de

5 e 10 mM de L-arginina.

3.3. Andlises bioquimicas

3.3.1. Manipulacao e quantificacdo dos niveis enddgenos de 6xido nitrico (ON)

As linhagens celulares foram estabelecidas como suspensdes de acordo
com dos Santos et al, (2008). A manipulacédo dos niveis enddégenos de ON foi
realizada utilizando 600 mg de massa fresca (MF) inoculadas em 2 mL do
meio MSG-0 liquido suplementado com 5 e 10 mM de L-arginina em cultivo
durante 12 dias. Massas celulares embriogénicas ndo utilizadas para a
quantificacdo do ON foram coletadas em triplicata (200 mg de peso fresco por
replicata) para o ponto de 12 dias em cada uma das linhagens celulares e

posteriormente utilizada nas anélises bioquimicas.

Para a quantificacdo do ON enddgeno nas culturas embriogénicas foi
realizada analises de acordo com a metodologia descrita por Silveira et al.
(2006). O ON intracelular pela aplicacdo do fluoréforo permeavel DAR 4M AM
(Diaminorhodamina 4M acetoxymethyl) (5 pM). A quantificagcdo da
fluorescéncia foi realizada com o fluorémetro (Victor 3TM) e a visualizacdo em

um microscépio de fluorescéncia Axio Imager M2 (Zeiss).
3.3.2. Perfil e contetdo de aminoacidos
Para a determinacédo do perfil de aminoacidos nas CEs foi utilizada a

extracdo de acordo com Minocha et al. (1994). Aliquotas de 200 mg MF das
CEs armazenadas a -80°C foram descongeladas a temperatura ambiente e



posteriormente homogeneizadas com 800 pL de acido perclorico 5% (v/v) e
submetidas a trés ciclos de congelamento (a -20°C durante 4h) e
descongelamento (em temperatura ambiente durante 1h30). Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm, por 20 minutos a 4°C. O
sobrenadante contendo os aminoéacidos foi coletado e derivatizados com
oftalaldeido-borato e identificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) em coluna de fase reversa Cig (5pm x 4.6 mm x 250 mm — (Shim-pack
CLC ODS, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). O detector de fluorescéncia
(Shimadzu, RF-20A) foi ajustado para excitacdo em 250 nm e emissdao em 480
nm. Areas de picos e tempos de retencédo foram mensurados pela comparacao
com quantidades conhecidas de padrées de amino&cidos: alanina (Ala), &cido
aspartico (Asp), acido glutamico (Glu), asparagina (Asn), serina (Ser), arginina
(Arg), glutamina (GIn), histidina (His), acido y-aminobutirico (GABA), glicina
(Gly), treonina (Ter), tirosina (Tir), metionina (Met), triptofano (Trp), valina (Val),
fenilalanina (Phe), isoleucina (lle), leucina (Leu), lisina (Lis) e ornitina (Orn). As

analises foram realizadas em triplicatas biologicas.

3.3.3. Perfil e contetdo de poliaminas (PAS)

A extracdo de poliaminas livres e conjugadas foi realizada de acordo
com o procedimento descrito por (Bhatnagar et al.,, 2001)), utilizando trés
replicatas biologicas. As amostras foram extraidas utilizando &cido perclérico
5% (PCA) na proporgéo 1:4 (w/v), seguido de trés ciclos de congelamento e
descongelamento, em seguida foram submetidas a centrifugacdo por 10
minutos a 11.000 rpm e subsequente coleta do sobrenadante. As amostras

foram armazenadas a -20°C até analise.

A derivatizacdo das poliaminas livres foi executada de acordo com
Silveira (et al., 2006). Quarenta uL de amostra foram adicionados a 100 uL de
cloreto de dansil (5 mg mlI* em acetona), 20 pL de diaminoheptano 0.05 mM
(padréo), e 50 pL de carbonato de sédio saturado. Apds 50 minutos de
incubacéo do escuro a 70 °C, o excesso de cloreto de dansil foi convertido em
dansilalanina pela adicdo de 25 upL de alanina (100 mg ml™?), seguido de
incubacdo por 30 minutos a temperatura ambiente. As poliaminas foram

extraidas com 200 pL de tolueno e o sobrenadante coletado e seco com o



auxilio do Speed-Vac a 45 °C. As poliaminas dansiladas foram dissolvidas em

200 pL de acetonitrila.

As poliaminas foram separadas utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) utilizando uma coluna C18 de fase reversa (Shim-pack CLC
ODS, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). A area de cada pico e o tempo de
retencdo para cada poliamina foi determinado por comparacdo com
concentracfes conhecidas das principais poliaminas encontradas em plantas:

putrescina (Put), espermidina (Spd) e espermina (Spm).

3.3.2. Perfil da atividade enzimatica da arginina decarboxilase

A determinacgdo da atividade enzimatica foi realizada de acordo com de
Oliveira et al (2017). As amostras foram homogeneizadas em nitrogénio liquido
em conjunto ao tampao de extracdo (50 mM Tris-HCI, pH 8.5, 0.5 mM
pyridoxal-5-phosphate, 0.1 mM EDTA e 5 mM ditiotreitol) na propor¢ao 1:1 (100
pL para 100 mg de massa fresca). A solucéo foi centrifugada (11.000 rpm, 4°C
por 20 minutos) e o sobrenadante coletado para 0s ensaios enzimaticos da
arginina descarboxilase (ADC) e ornitina descarboxilase (ODC). Para os
ensaios, utilizou-se um mix de reacdo contendo 200 uL de extrato protéico, 8.3
pL do tampéao de extragdo, 12 mM L-Arg ou L-Orn ndo marcadas e 25 nCi de L-
[**C(U)]-Arg ou L-[1-**C]-Orn. Como controle amostral, foi utilizado apenas 200
puL do tampéo de extracdo. A reacédo foi incubada em fracos de vidro vedados
contendo discos de papel filtro embebidos em 2 N KOH. O material foi mantido
a 37°C, a 120 rpm durante 90 minutos até a adicdo de 200 pL de &cido
perclérico 5% (v/v), seguido de incubacdo por 15 minutos. O papel filtro
contendo **CO, foi imerso em 1 mL do liquido de cintilagcdo (PerkinElmer) e a
radiatividade mensurada utilizando cintilador (Tri-Carb2910TR, PerkinElmer).
As atividades foram expressas em nmol **CO, mg protein *h™*. O conteudo
proteico foi mensurado utilizando o método de Bradford (Bradford, 1976) com
albumina sérica bovina como padrdo. A atividades especificas foram

mensuradas a partir de trés réplicas bioldgicas.



3.4. Delineamento experimental
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Figura 10: Fluxogramas para o desenvolvimento do trabalho. A — fluxograma para analises

com linhagens celulares ja estabelecidas no Biocel; B - fluxograma para inducéo,

estabelecimento e maturacdo de novas linhagens celulares.



4. RESULTADOS

4.1. Dindmica de crescimento e incremento de biomassa

Afim de determinar a influéncia da suplementacdo da L-arginina na
proliferagdo e incremento de biomassa das linhagens celulares de A.
angustifolia, as linhagens B e R foram cultivadas durante 15 dias na presenca
de 5 ou 10 mM de L-arginina. Com relagédo a dinamica de crescimento, néo foi
possivel observar de forma clara todas as fases de crescimento normalmente
presentes em suspensodes celulares (fases lag, log, linear e estacionaria). A
linhagem B apresentou uma fase lag que se estendeu até o sexto dia de
proliferagdo, entrando posteriormente na fase linear que se estendeu para o0s
tratamentos contendo L-arg (5 e 10 mM) até o décimo quinto dia de medicao.
Apenas para o tratamento controle (linhagem B) foi possivel observar a fase
estacionaria de crescimento, a qual foi registrada entre os dias 12 e 15 de
medicdo. Para a linhagem R, todos os tratamentos apresentaram auséncia da
fase lag e log, entrando diretamente na fase linear de crescimento. A partir do
décimo dia de medicdo foi observado o inicio do declinio no volume celular
sedimentado indicando a entrada das suspensdes celulares na fase

estacionaria de crescimento.

Comparativamente, a linhagem R apresentou ao final do décimo quinto
dia de medicdo os maiores valores para o volume celular sedimentado (VSC),
quando comparada aos valores registrados para a linhagem B (diferencas de
até 45% entre os controles). Contudo, em ambas as linhagens celulares foi
observado uma diminuicdo do VCS nos tratamentos suplementados com L-arg
(5 e 10 mM) quando comparada aos respectivos controles. Com relagcdo ao
incremento de biomassa (peso seco) registrado ao final do décimo quinto dia
de cultivo, a linhagem R apresentou uma diminui¢ao significativa no peso seco
(P<0,05) para o tratamento com 5 mM de L-arg. Para a linhagem B, ambos os
tratamentos contendo a L-arg tiveram uma reducéo significativa (P<0,05) para

o0 incremento de biomassa.



Curvade crescimento
40,00
35,00

30,00
«=g= Ctrl(R)
= 25,00

, / 5 mM (R)
£ 20,00
T — 10 mM (R)
15,00 W

Ctrl (B)
10,00

mm

VCS

a=g= 5 mM (B)
5,00

—o— 10 mM (B)
0,00

DIAS

B Incremento de biomassa
0,1 a
0,09 a
0,08 _I_ a
b el b
__ 007 b @ Ctrl (R)
=T}
£ 006 @ 5mM (R)
© 0,05
2 004 B 10 mM (R)
0,03 o Ctrl (B)
0,02 O 5mM (B)
0,01 ® 10 mM (B)

Ctrl (R) 5mM(R) 10mM(R) Ctrl(B) 5mM(B) 10 mM (B)

Linhagens

Figura 11- Dindmica de crescimento e incremento de biomassa em suspensdes
celulares de A. angustifolia cultivadas em meio suplementado com L-arginina (5 e 10
mM). A- Volume celular sedimentado das suspensfes celulares das linhagens
Responsiva (R) e Bloqueada (B) ap6s 12 dias de cultivo em meio MSG suplementado
com L-arginina. B- Incremento em biomassa (peso seco) das linhagens Responsiva
(R) e Bloqueada (B) ap6s 12 dias de cultivo em meio liqguido MSG suplementado com
L-arginina. As barras verticais representam valores do erro padrdo derivados de trés
réplicas biologicas. Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,05
ajustado pelo método de Tukey); Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si.

4.2. Determinagdes bioquimicas nas linhagens celulares B e R cultivadas
em meio MSG suplementado com a L-arg

Apés doze dias de cultivo na presenca da L-arg (5 e 10 mM) as
suspensOes celulares das linhagens celulares R e B foram analisadas com
relacdo a: a) conteudo endoégeno de o6xido nitrico, b) determinacdo da

viabilidade celular, c) niveis de poliaminas livres, d) quantificacdo de



aminoacidos e e) atividade das enzimas arginina descarboxilase (ADC) e

ornitina descarboxilase (ODC).

4.3. Determinacao do conteudo enddgeno de 6xido nitrico
Para a linhagem celular B foi observado um aumento significativo

(P<0,01) na emissdo do ON enddgeno no 12° de cultivo em tratamentos
suplementados com a L-arg. J4 para a linhagem R foi observada uma
diminuicao significativa (P<0,01) na emissdo do ON enddgeno nos tratamentos

suplementados com a L-arg.
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Figura 12 — Emisséo do 6xido nitrico endégeno registrado com o fluoréforo DAR 4M-
AM em suspensdes celulares de A. angustifolia cultivadas durante 12 dias em meio
liqguido MSG suplementado com L-arginina. A - Linhagem celular bloqueada para a
formacdo de embrides sométicos e B - linhagem celular responsiva para a formagéo
de embrides sométicos. As barras verticais representam valores do erro padrédo
derivados de trés réplicas bioldgicas. Letras minusculas diferentes indicam diferenca
estatistica (P<0,01 ajustado pelo método de Tukey); Letras iguais nao diferem
estatisticamente entre si.

4. 4. Teste de viabilidade celular



Para o teste de viabilidade celular foi utilizada a rea¢cdo com o diacetato
de fluoresceina (FDA). Neste teste apenas células que apresentam integridade
de membrana plasmatica conseguem reter o produto da degradacdo do FDA
por esterases (fluoresceina). Na linhagem B foi observada uma diminuicao
significativa da viabilidade celular no tratamento contendo 5 mM de L-arg
(P<0,01), sendo que os tratamentos controle e 10 mM L-arg n&o diferiram
significativamente entre si (P<0,01). J& para a linhagem R n&o foi possivel
observar diferencas significativas (P<0,01) para a viabilidade celular entre os

tratamentos testados.
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Figura 13 — Determinacdo da viabilidade celular utilizando o teste com diacetato de
fluoresceina (FDA) em suspensdes celulares de A. angustifolia cultivadas durante 12
dias em meio liquido MSG suplementado com L-arginina. A - Linhagem celular
bloqueada para a formacdo de embries somaticos e B - linhagem celular responsiva
para a formacédo de embriGes sométicos. As barras verticais representam valores do
erro padréo derivados de trés réplicas bioldgicas. Letras minUsculas diferentes indicam
diferenca estatistica (P<0,01 ajustado pelo método de Tukey); Letras iguais nédo
diferem estatisticamente entre si.



4.5. Determinacédo dos perfis de poliaminas (PAs) livres e da relacéo
Put/Spd

A determinagdo do perfil de poliaminas livres (PAs) foi baseado na
identificacdo das principais PAs que ocorrem em plantas (putrescina,
espermidina e espermina). Independentemente da linhagem celular e do
tratamento aplicado, a putrescina (Put) foi a poliamina livre (PA) registrada em
maior quantidade, seguida pelo acumulo de espermidina (Spd) e espermina
(Spm).

Na linhagem B, a suplementacdao do meio de cultura com a L-arg (5 e 10
mM) provocou um aumento significativo (P<0,01) na quantidade de Put
acumulada pelas células (Figura 14). Uma situacdo semelhante ocorreu para a
Spm (Figura 15), onde a L-arg também provocou um aumento significativo
(P<0,01) desta PA em relacdo ao tratamento controle. Ja para a Spd (Figura
16) ndo foi possivel observar diferencas significativas (P<0,01) entre o
tratamento controle e os suplementados com a L-arg. Na linhagem R, a
presenca da L-arg ndo alterou, apds 12 dias de cultivo, significativamente os
valores de Put, Spd e Spm.
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Figura 14- Conteudo de putrescina (nmol g-1 MF) em suspensfes celulares de A.
angustifolia cultivadas durante 12 dias em meio liquido MSG suplementado com L-
arginina. A- Linhagem celular bloqueada para a formacao de embribes somaticos e B-
Linhagem celular responsiva para a formacdo de embrides somaticos. As barras
verticais representam valores do erro padrao derivados de trés réplicas biolégicas.
Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,01 ajustado pelo
método de Tukey); Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si.
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Figura 15 - Contetudo de espermina (nmol g-1 MF) em suspensdes celulares de A.
angustifolia cultivadas durante 12 dias em meio liquido MSG suplementado com L-
arginina. A- Linhagem celular bloqueada para a formacgao de embribes somaticos e B-
Linhagem celular responsiva para a formacdo de embrides somaticos. As barras
verticais representam valores do erro padrao derivados de trés réplicas bioldgicas.
Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,01 ajustado pelo
método de Tukey); Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si.
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Figura 16 — Conteldo de espermidina (nmol g-1 MF) em suspensdes celulares de A.
angustifolia cultivadas durante 12 dias em meio liquido MSG suplementado com L-
arginina. A- Linhagem celular bloqueada para a formacgao de embribes somaticos e B-
Linhagem celular responsiva para a formacdo de embrides somaticos. As barras
verticais representam valores do erro padrao derivados de trés réplicas biolégicas.
Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,01 ajustado pelo
método de Tukey); Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si.

Além da determinacdo dos perfis de PAs livres, foi feita também a
determinacdo da relacdo Put/Sdp livre (Figura 17). Esta relacdo tem sido
sugerida na embriogénese somatica de Angiospermas e Gimnospermas como
um marcador para a identificacdo de linhagens celulares com maior potencial
embriogénico (de Oliveira et al., 2018). De acordo com esta relacdo, quanto
menor o valor da relagdo Put/Spd, maior o potencial embriogénico da linhagem
celular. Para os testes realizados com as linhagens R e B foi possivel observar
um valor significativamente menor (P<0,05) para a relacdo Put/Spd na
linhagem com maior potencial embriogénico (R). Contudo, foi possivel também
observar na linhagem R que a suplementacdo com a 10 mM L-arg provocou
um aumento significativo (P<0,01) da relacédo Put/Spd, sugerindo uma perda do

potencial embriogénico na linhagem responsiva.
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Figura 17 - Relagdo Put/Spd livre em suspensdes celulares de A. angustifolia com
diferentes potenciais embriogénicos (linhagem Responsiva e Bloqueada), cultivadas
durante 12 dias em meio liquido MSG suplementado com L-arginina. As barras
verticais representam valores do erro padrao derivados de trés réplicas biolégicas.
Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,01 ajustado pelo
método de Tukey); Letras mindsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre si.
Letras mailsculas diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,05 ajustado pelo teste
T de Student) quando feita a comparacéo entre os pares (ex: controle da linhagem R x
controle da linhagem B). Letras mailsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre
Si.

4.6. Determinacédo dos perfis de aminoacidos
No total 18 aminoacidos foram identificados nas linhagens responsiva

(R) e blogueada (B), cultivadas em meio suplementado com L-arginina (5 e 10
mM) (Tabela 1). Destes, apenas nove (Figura 18) apresentacdo diferencas
significativas entre si, dos quais a treonina foi o Unico aminoacido que néao
apresentou diferencas significativas (P>0,01) entre a condi¢cdo controle das
linhagens R e B. Para a linhagem R foram observadas alteragdes significativas
(P<0,01) apo6s a suplementacdo com a L-arg (5 ou 10 mM) no nivel dos
aminoacidos acido aspartico, citrulina, serina, glutamina, arginina, treonina. Ja
para a linhagem B foram observadas alteragdes significativas (P<0,01) para os
aminoacidos acido glutamico, asparagina, serina, glutamina, glicina, treonina e

ornitina.
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Figura 18 - Contetdo de aminoacidos (mol g-1 MF) em suspensdes celulares de A.

angustifolia cultivadas durante 12 dias em meio liquido MSG suplementado com L-

arginina. Os nove aminoacidos significativamente diferentes identificados foram: A-

Asparagina; B — Glutamina; C — Glutamato; D — Serina; E — Arginina; F — Citrulina; G —

Treonina; H — Glicina; | — Ornitina. As barras verticais representam valores do erro

padrdo derivados de trés réplicas biologicas. Letras minasculas diferentes indicam



diferenca estatistica (P<0,01 ajustado pelo método de Tukey); Auséncia de letras

indicam que as amostras nao diferem estatisticamente entre si.

Na linhagem R, com excecdo da glutamina e da treonina, a
suplementacdo com 10 mM de L-arg provocou uma reducdo significativa
(P<0,01) no nivel do acido aspartico, citrulina, serina, arginina, tirosina e
ornitina. Para 5 mM de L-arg os niveis destes aminoacidos foram semelhantes
ou entdo inferiores ao tratamento controle. Para a linhagem B, com excecéo da
glutamina, treonina e serina, a suplementacdo com 10 mM de L-arg provocou
uma reducdo significativa (P<0,01) no nivel do acido glutamico, asparagina,
glicina e ornitina. No tratamento contendo 5 mM (linhagem B) foi observada
uma diminuicdo significativa (P<0,01) para o &cido glutdmico, asparagina,
serina, glicina, e ornitina. Para ambas as linhagens celulares, a suplementacéo
com a L-arg provocou um aumento significativo (P<0,01) nos niveis da treonina

e da glutamina.



Tabela 1 — Conteudo de aminoacidos (ug/g de MF) identificados durante a fase de proliferacdo de linhagens celulares de Araucaria
angustifolia submetidas a suplementacdo com 5 e 10 mM do aminoacido L-arginina. Letras mindsculas diferentes indicam diferenca estatistica
(P<0,01 ajustado pelo método de Tukey); Letras minusculas iguais ndo diferem estatisticamente entre si. Letras maiusculas diferentes indicam
diferenca estatistica (P<0,05 ajustado pelo teste T de Student) quando feita a comparacdo entre os pares (ex: controle da linhagem R x
controle da linhagem B). Letras mailsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre si.

Aminoécidos (ug/g de MF) RESPONSIVA BLOQUEADA
controle 5mM 10 mM p value controle 5mM 10 mM p value
Acido aspértico 31978.00a 34955.67a 18218.00b 0.01684 244568 203959 274983 0.512
Acido glutdmico 213276.00 325159.67 189675.00 0.08 4603925a 1360537b 933509.67b 0.003316
Citrulina 405690.50a 109256.00b 41814.50c 0.0000533 127640 74035.33 145664 0.1739
Asparagina 35928.00 33147.33 22235.50 0.1774 752105a 269915.33b 185283.33b 0.00291
Serina 577244.33a 22922.50b 19161.50b 0.0000158 1024062a 824491.5ab 90565.67a 0.00826
Glutamina 71158.00ab 498860.33b 324375.50b 0.00787 67215a 1176978b 1446307.67b 0.00393
Histidina 519680.00 315391.00 259430.00 0.5149 7920114 4299215 8361837.33 0.1549
Glicina 38490620.00 35344158.33 35484017.50 0.7191 81688828a 56073060.33b 47874798.67b 0.001766
Arginina 238479.67a 20572.00b 37133.00b 0.0004904 312753 182320.5 265965.33 0.1414
Treonina 328529.67Aa  8588609.33Ab  7460786.00Ab 0.004038 840715Aa 32731110.67Bb  55418737.33Bc 0.000168
Alanina 2831106.67ab 4076932.33a 2369286.00b 0.04132 16133825 8378089 5427434.67 0.09
GABA 1039151.67 914694.67 580166.50 0.0839 2827370.5 4836789.67 6853729 0.9136
Tirosina 37487.33ab 39047.33a 22580.50b 0.0238 131635.5 60736.33 45324.67 0.1307
Valina 258579.50ab 262805.33a 143452.75b 0.03674 94372.5 69069 60693.33 0.6377
Fenilalanina 92410.67 110856.67 71778.00 0.3149 286855 152623.67 115518.33 0.2871
Isoleucina 73570.00 108470.50 54273.50 0.2246 284881.5 123103.33 94895 0.1253
Leucina 30949 34571.5 12244 0.0614 176350.5 116176.33 90936.67 0.3502
Ornitina 44124.5a 44690a 16819.5b 0.010914 124958.75a 71750.5b 53710.5b 0.0006




4.7. Perfil da atividade enzimatica

A fim de verificar as possiveis vias de incorporagdo da L-arginina pelas
linhagens celulares R e B, foi realizado a quantificacdo da atividade enzimatica
para as enzimas arginina descarboxilase (ADC) e ornitina descarboxilase
(ODC) utilizando precursores de putrescina marcados com C**. Para a ODC,
nao foi detectada atividade da enzima em ambas linhagens submetidas ou ndo
ao cultivo com a L-arginina (5 e 10 mM) (dados né&o apresentados). Para a
ADC foi possivel observar em ambas as linhagens celulares, uma reducéo
significativa (P<0,01) na atividade enzimatica dos tratamentos suplementados
com a L-argina. Além disso foi possivel observar uma atividade
aproximadamente seis vezes maior da ADC na linhagem B quando comparada
a linhagem R (tratamento controle). Niveis maiores para a atividade da ADC
também foram registrados na linhagem B em relacdo a linhagem R (P<0,05)

guando suplementada com a L-arginina.
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Figura 19 — Atividade enzimatica da arginina descarboxilase (ADC), quantificada a
partir da incorporacéo de L-[U-**C] Arg em extratos de linhagens celulares responsiva
(A) e bloqueada (B) de Araucaria angustifolia submetidas a proliferagdo por 14 dias
em meio suplementado com L-arginina (5 e 10 mM). Valores oriundos de trés



replicatas bioldgicas. Para cada barra, letras mailsculas diferentes indicam diferencas
significativas entre os tratamentos de acordo com os teste ANOVA one-way (P <0,01)
e letras minusculas indicam diferencas significativas entre as linhagens de acordo com
o Teste-t de Student (P <0,05).

4.8. Maturacao das CEs suplementadas com L-arginina durante a
fase de proliferacao
Apos a fase de proliferacdo em meio de cultura liquido suplementado

com a L-arginina (5 e 10 mM), a linhagem R foi transferida para o meio de
maturacdo para avaliacdo dos efeitos da L-arginina na formacdo de embrides
somaticos (estadios | e Il de desenvolvimento). Apds 60 dias de cultivo em
meio semi-sélido MSG suplementado com 120 uM de ABA e solidificado com
1% Gelrite®, amostras contendo 50 mg de massa suspensor embrionaria e
embrides somaticos no estadios | e Il de desenvolvimento foram dissociados
em agua destilada para a contagem do numero de embrides. Dentre os
tratamentos testados, a incluséo de 5 mM de L-arginina durante a fase de
proliferacdo promoveu um aumento significativo para o nimero de embrides
somaticos nos estadio | e Il (P<0,01) quando comparada aos tratamentos
controle e com 10 mM de L-arginina. Ja os tratamentos controle e
suplementado com 10 mM de L-arginina ndo diferiram estatisticamente entre si
(P<0,01).
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Figura 20 - Niumero de embrides formados na linhagem responsiva ap6s dois meses
de cultivo em condi¢bes de maturacdo. Dados gerados séo oriundos de 30 laminas
contendo 100 pL de uma suspensdo celular composta de massa suspensor
embrionaria e embrides somaticos dissociados em 4gua destilada. Barras representam
o desvio padréo. As letras indicam diferencas significativas entre os tratamentos de
acordo com os teste ANOVA one-way (P <0,01)

Em relacdo a morfologia (Figura 21), a suplementacdo com L-arginina

promoveu desorganizacdo nas massas pro-embriogénicas, de forma que, apos



60 dias de cultivo, o apex embrionario e as células do suspensor nos
tratamentos de 5 e 10 mM formaram aglomerados, diferentemente do grupo
controle, o qual apresentou ambas estruturas visivelmente distintas.

Ademais, ap6s 14 dias de proliferacdo, as células do tratamento de 10

mM apresentaram pouca presenca da cabeca embrionéaria frente a situacao

controle.
14 dias 60 dias

Controle

5mM
10 mM

‘: ey , 7
1 R
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Figura 21- Desenvolvimento de embrides somaticos (estadios | e Il) na linhagem
celular R apds 14 dias de proliferagdo em meio liquido suplementado com L-arginina
(5 e 10 mM) e apés 60 dias em meio de maturagcédo suplementado com, 3% (p/v) de
sacarose, 3% (p/v) sorbitol, 120 uM de ABA e 1% (p/v) de Gelrite®. Imagens geradas
séo oriundas de 30 laminas contendo 100 pL de uma suspensao celular composta de
massa suspensor embrionaria e embrides somaticos dissociados em agua destilada

4.9. Inducao de culturas embriogénicas de A. angustifolia
Para a realizacédo dos testes de maturacao utilizando o BSO e o GSH

foram induzidas novas culturas embriogénicas. Trés matrizes (A, B e C) foram
selecionadas no Parque Estadual de Campos de Jorddo para a coleta de



sementes imaturas. Dentre as matrizes selecionadas, a matriz B apresentou as

melhores taxas de inducao, seguidas pelas matrizes C e A (Tabela 2).

Taxa de inducéo de culturas

Matriz embriogénicas
A 5.8 %
B 59 %
C 33 %

Tabela 2: Efeito da matriz na taxa de inducdo de culturas embriogénicas oriundas de

embrides zigGticos imaturos de Araucaria angustifolia no ano de 2016.

4.10. Testes de maturacdao utilizando a suplementacdo com GSH e
BSO

A manipulacdo do ambiente redox submetendo as CEs recém-induzidas
a um ambiente reduzido com glutationa 0.1 mM (GSH) durante 14 dias de
cultivo e, posteriormente ao oxidado com butionina sulfoxilamina (BSO) 1 mM
durante 60 dias promoveu uma menor producdo de embrides em ambas
linhagens testadas, em comparacao ao grupo controle (Tabela 3).

Em relacdo a morfologia das estruturas (Figura 21), o tratamento
desfavoreceu o0 estabelecimento de estruturas associadas ao correto
desenvolvimento do embrido globular. As culturas apresentaram pouca
diferenciacéo celular, e manutencdo da divisdo celular, caracteristicas da fase

de proliferacao.

Tratamentos Linhagem 1 Linhagem 2
Controle 27 Ab 32+0.58 Ab
BSO 1 mM 12 +2Bb 22 £0.58 Ab

Tabela 3 — Numero de embribes formados nas linhagens 1 e 2 apds 14 dias de cultivo
em meio MSG suplementado com GSH 0,1 mM seguido de subcultivo por 60 dias em
meio de maturacdo suplementado com BSO 1 mM. Dados gerados séo oriundos de
trés replicatas biolégicas com contagem de embrides por placa. Dados representados
pela média seguidos do desvio padrdo. As letras mailsculas diferentes indicam
diferencas significativas entre os tratamentos de acordo com os teste ANOVA one-way



(P =0,01) e letras minasculas indicam diferencas significativas entre as linhagens de
acordo com o Teste-t de Student (P <0,05)

Linhagem 1 Linhagem 2

Controle

1mM

NVSaY Sa, BT

Figura 22 — Culturas embriogénicas durante o desenvolvimento de embrido somatico
de A. angustifolia, apés 14 dias sob a influéncia de GSH 0.1 mM, seguido de dois
meses de cultivo com BSO 1 mM (C, D) e na auséncia de BSO (A, B), nas condi¢cbes
de maturagdo em meio MSG suplementado com 1.46 g™ de L-glutamina, 3% (p/v) de
sacarose, 0,3% (p/v) de carvao ativado, 120 UM de ABA e 1% (p/v) de Gelrite®.



5. DISCUSSAO

5.1. Influéncia da L-arginina na embriogénese somatica

No presente trabalho, culturas celulares de Araucaria angustifolia com
diferentes potenciais embriogénicos foram avaliadas frente a resposta
bioquimicas geradas sob a influéncia do aminoacidos L-arginina e agentes
redutores/oxidativos a fim de melhor compreender o comportamento celular

durante o processo de desenvolvimento embrionario.

A percepcdo do ambiente celular e intracelular redox é baseada na
ativacdo especifica de uma rede sinalizadora que pode gerar respostas a curto
e longo prazo. Dentre os processos celulares dependentes dessa sinalizacao
estdo morte celular programada (MCP), defesa contra patdgenos, fotossintese
e respostas a estresses (Buchanan, 1980; Grant et al., 2000; Schutzendubel
and Polle, 2002; Mahalingam and Fedoroff, 2003).Evidéncias recentes apontam
que, durante o desenvolvimento embrionario in vitro, os estimulos quimicos e
fisicos utilizados na inducdo e desenvolvimento dos embrides somaticos
podem provocar a emissdo de uma grande quantidade de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) (Pullman and Bucalo, 2014; Zhou et al.,
2016), compostos atuante em diversas vias bioquimicas, como a de poliaminas
(Santa-Catarina et al., 2007; Jo et al., 2014).

As etapas do processo de embriogénese somatica sdo inter-
relacionadas, sendo cada passo dependente do anterior, tendo isso em vista, a
diferenciacdo das MPEs em embrides sométicos iniciais € um ponto crucial
para o correto desenvolvimento embrionario (Hogberg et al., 2003). No
presente trabalho, durante a etapa de proliferacdo, todas as CEs de A.
angustifolia suplementadas com L-arginina apresentaram menor crescimento
em comparacao a situacao controle (Figura 11), sugerindo a utilizacdo do
aminoacido como agente pré-maturagdo, como o0 reportado em Heliantus
annus, onde o aminoacido amenizou danos oxidativos causados por estresse
hidrico (Nejadalimoradi et al., 2014). A aplicagdo da L-arginina como agente de
pré-maturacdo se respalda na manutencdo da viabilidade celular observada

para todos os tratamentos tendo em vista que o catabolismo do aminoacido



produz ON, o qual, em conjunto com a arginina, esta envolvido no mecanismo
de MCP (Clarke et al., 2000; Reape and McCabe, 2010).

Dentre as func¢des bioquimicas da L-arg (Winter et al., 2015;
Chernobrovkina et al., 2016; Greenwell et al., 2018; Llebrés et al., 2018) esta a
sua participacdo na via oxidativa de biossintese de ON (Prochazkova et al.,
2014). No contexto da embriogése somatica de A. angustifolia, o ON pode
influenciar em uma melhor organizacdo dos estédios iniciais dos embrides
somaticos, estando envolvido na manutencéo da polaridade celular durante o
desenvolvimento da MPEs, como reportado por Silveira (et al., 2006). No
entanto, o comportamento observado nas CEs submetidas ao pré—tratamento
com L-arginina e ap6s 60 dias de cultivo nas condi¢cdes de maturacédo (Figura
21) sugere que a presenca do aminoacido nas concentracfes testadas

provocou uma perturbacao na morfologia das células (von Arnold et al., 2002).

5.2. Oxido nitrico

A importancia fisiélogica do 6xido nitrico € reconhecida em todos o0s
seres vivos. Em animais, foi identificada a enzima responséavel pela converséo
da L-arginina em citrulina e ON, denominada o6xido-nitrico sintase (NOS)
(Knowles and Moncada, 1994). Em plantas, a geracdo enzimatica de ON nao &
canonica (Figura 7), no entanto, na alga Ostreococcus tauri foi identificada uma
enzima putativa da NOS animal (Santolini et al., 2017) com até 42% de

similaridade.

No presente trabalho, a suplementacdo com o aminoacido L-arginina
nas linhagens celulares analisadas promoveu um incremento na emissao de
ON endogeno na linhagem bloqueada. Ja para a linhagem responsiva foi
observada uma diminui¢cdo da emissédo enddégena do ON na presenca da L-arg
(Figura 12B).

Tendo em vista que o Oxido nitrico pode atuar como neutralizador das
ERO (Beligni and Lamattina, 1999), o acumulo da molécula na linhagem
blogueada, aliado a baixa presenca de ERO nas culturas analisadas
anteriormente, aqui podemos sugerir que o0 Oxido nitrico neutralizou as

espécies reativas de oxigénio.



Os resultados sugerem que o incremento na biossintese de 6xido nitrico
(Figura 12A) e a reducao do contetudo de ON enddgeno (Figura 12B) no 12° dia
de cultivo das CEs é necessario para a diferenciacdo das MPE em embrides
globulares iniciais, como observado no 60° dia de cultivo (Figura 21).
Possivelmente, o aumento do conteudo endégeno de ON em MPE mantida em
condicao de proliferacao (linhagem B) € necessério para a multiplicacdo das
MPE, enquanto que a redugédo no contetdo endogeno de ON (linhagem R) é
acompanhada da evolucdo e diferenciacdo das MPEs para embribes
globulares inicias. Tal hipotese corrobora com os resultados observados
anteriormente em A. angustifolia (Silveira et al., 2006; Osti et al.,, 2010). A
reducdo nos niveis de ON em suspensdes celulares suplementadas com
espermidina e espermina foram associadas a diferenciacéo celular (Silveira et
al., 2006). Além disso, Osti (et al., 2010) relatou que a adicdo de doadores de
ON em CEs de A. angusifolia promoveu a proliferacdo celular isenta de
alteracdes morfologicas. Vieira (et al., 2012) associou a diminuicdo de 6xido
nitrico em CEs suplementadas com glutationa,

e a geracdo de embridbes em MPEs de A. angustifolia suplementadas
com glutationa. Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem a acao do
oxido nitrico durante o processo de divisdo celular e maturacdo em culturas

embriogénicas de A. angustifolia.

5.3. Oxido nitrico e poliaminas (PAs): evidéncias de interacdo durante o

desenvolvimento vegetal

Putrescina (Put), espermidina (Spd) e espermina (Spm) sdo as principais
poliaminas encontradas em plantas (Silveira et al.,, 2006), e 0s niveis
endogenos desses compostos sao afetados por sua biossintese,
compartimentalizacdo e mecanismos de conjugacao (Sagor et al.,, 2016;
Alcazar and Tiburcio, 2018). Dentre suas fun¢cées no metabolismo vegetal
pode-se citar a participacdo nos mecanismos de resposta adaptativa aos tipos

de estresses e divisado celular (Silveira et al., 2006)

PAs sao bioguimicamente relacionadas ao ON via a arginina. A arginina
€ um precursor comum nas vias de biossintese de PAs e ON, sugerindo que

alteracdes na homeostase de ON possa influenciar a disponibilidade de PAs e



vice-versa (Santa-Catarina et al., 2007; Filippou et al., 2013; Tanou et al.,
2014). Além disso, existem relatos sobre a producdo de ON utilizando como
substrato as PAs através de um mecanismo ainda ndo caracterizado (Silveira
et al., 2006; Tun et al., 2006). A sobreposi¢céo de funcdes entre 0 ON e PAs
fornecem ainda mais evidéncias, sobre uma possivel acdo coordenada de
ambas as substancias durante o desenvolvimento vegetal, como observado
neste trabalho, onde o aumento da emissdo de ON (Figura 12A) foi
acompanhado pelo acumulo de Put na linhagem B (Figura 14B), enquanto que
para a linhagem R ambos valores permaneceram estaveis (Figura 14A). De
acordo com Fortes et al. (2011) a biossintese de PAs é regulada de uma forma
bastante complexa com possivel participacdo de processos relacionados a
regulacdo pos-traducional. Em vegetais tem sido sugerido que a atividade da
ADC possa ser controlada em situacdes de estresse ambiental por mecanismo

de modificagcdo pos-traducional (Vuosku et al., 2006; Fortes et al., 2011).

Os resultados relatados no presente trabalho acerca dos valores
observados para as PAs vao de encontro com associacdes sobre a relacéo
entre 0s niveis de Put e a capacidade embriogénica das culturas (Jo et al.,
2014; de Oliveira et al., 2018), tendo em vista que os menores niveis de
putrescina (Figura 14B) indicam alta competéncia embriogénica da cultura de
A. angustifolia, diferentemente de outras espécies vegetais nas quais altos
valores de PAs foram associados com a capacidade embriogénica (Altamura et
al., 1991; Shoeb et al., 2001; Li and Burritt, 2003).

Segundo Stasolla e Yeung (2003), a poliamina Spd esta envolvida em
processos morfolégicos tardios da formacdo do embrido, atuando em vias de
diferenciacéo e evolugdo morfogenética. Em Picea abies foi observado que em
estagios iniciais do desenvolvimento, os niveis de Put e Spd séo equivalentes,
no entanto, apds quatro semanas na condicdo de maturacédo, os niveis de Spd
eram significativamente maiores (Vondrakova et al., 2015). Ademais, em Panax
ginseng o contetudo enddégeno de Spd observado em calos com alto potencial
embriogénico foi maior do que para aqueles ndao embriogénicos, nos quais
observou-se um acumulo de Put (Monteiro et al.,, 2002). Tais resultados
corroboram com os observados no presente trabalho, haja vista que os valores

de Spd detectados para a linhagem R (Figura 16A) foram maiores do que



agueles observados na linhagem B (Figura 16B), de modo diferente em relacéo
a Put, onde na linhagem bloqueada observou-se um acumulo do composto
(Figura 14A).

A poliamina livre Spm foi detectada em menor quantidade para ambas
linhagens analisadas (Figura 15). Apesar da pouca elucidacdo, a funcéo
biolégica da Spm relatada € o seu envolvimento na determinacdo do
crescimento vegetal, como reportado em Arabidopsis thaliana (Sagor et al.,
2016). Em A. angustifolia, a presenca de Spm foi identificada no
desenvolvimento tardio sendo associada ao desenvolvimento dos cotilédones
(Astarita et al., 2003c), comportamento similar ao observado em embribes
zigéticos de Pinus radiata (Minocha et al.,, 1999). Os resultados aqui
apresentados acerca do conteddo enddégeno de Spm corrobora os descritos
acima, visto que o periodo analisado corresponde a fase inicial do cultivo, no
entanto, na linhagem B (Figura 15B) a suplementacdo com L-arginina
promoveu aumento na sintese de Spd; associacdes entre a presenca do
aminoéacido e a PA foram feitas ap0s a regeneracdo de meristemas apicais em
Pinus radiata (Prehn et al., 2003) na presenca de L-arginina, sugerindo que no
caso das CEs de A. angustifolia a linhagem B pode adquirir resisténcia as

condicdes tardias de maturagao.

Dentre os perfis bioquimicos utilizados para a predisposicéo das cultuas
frente a capacidade embriogénica, esta a razdo Put/Spd, tal relacdo vem sendo
sugerida devido ao fato de que o menor valor para a razdo esta associado a
alta capacidade embriogénica de CE de diversas espécies além de A.
angustifolia, como P. Radiata e Pinus taeda (Shoeb et al., 2001; Silveira et al.,
2006; Jo et al., 2014; de Oliveira et al., 2018). Neste trabalho, a linhagem R
apresentou menores valores da razao Put/Spd em todos os tratamento quando
comparada a linhagem B. Além disso, o valor da razdo aumentou de acordo
com o aumento das concentragdes de L-arginina (Figura 17), indicando que a
presenca do aminoacido promoveu perda da capacidade embriogénica, fato
gue pode ser observado na situagdo de maturacdo (Figura 20), onde apenas o
tratamento de 5 mM de L-arginina apresentou um maior nimero na producao

de embrides somaticos.

O comportamento da linhagem bloqueada sobre o incremento da



emissdo de ON no 12° dia e o acumulo da poliamina putrescina (Put) ao final
do cultivo (Figura 14) corrobora com De Oliveira (et al., 2017) onde a
suplementacdo com 5 mM L-Arg aumentou o conteddo enddgeno da poliamina,
sugerindo que a producdo de Put se deu via conversdo da L-arginina em

citrulina (Figura 5).

A respeito da incorporagdo da L-arginina enddgena e suplementada a
via de biossintese das PAs, através da quantificacdo da atividade enzimética
para as enzimas arginina descarboxilase (ADC) e ornitina descarboxilase
(ODC), observou-se que a via preferencial para a biossintese de PAs é a da
ADC, corroborando com os resultados obtidos por de Oliveira et al. (2018). O
comportamento enzimético aqui observado em ambas linhagens sugere que a
presenca da L-arginina em todas as concentracées promoveu diminuicdo na
atividade da enzima por excesso de substrato, como relatado em Hordeum
vulgare e Avena sativa (Bitonti et al., 1987). Buscando a completa elucidacéo
acerca do mecanismo de sintese de PAs em A. angustifolia, técnicas como a
manipulacdo genética, aplicacdo exdégena de PAs ou aminoacidos, bem como
a complementacdo com inibidores das enzimas podem auxiliar na elucidacdo
da inter-relagdo envolvendo Arg x PAs x ADC em um nivel bioguimico e
molecular abordando aspectos de modificacbes pds-traducionais (Minocha et
al., 1999; Bhatnagar et al., 2001).

Como sugerido por Jo et al. (2014), a incapacidade da linhagem
blogueada de conversdo das MPE em embrides somaticos durante a etapa de
maturacdo se da devido a auséncia de condicdes fisiolégicas que promovam a
diferenciacdo das estruturas embriogénicas de tais linhagens frente as
condi¢bes de maturagdo. O maior valor da razdo Put/Spd para a linhagem B
indica que a cultura embriogénica estd menos apta ao desenvolvimento quando
comparado com a linhagem responsiva, tendo que vista que menores niveis de
Put e maiores niveis de Spd estdo associados aos estados tardios do
desenvolvimento (Klimaszewska et al.,, 2016), como relatado por Santa-
Catarina (et al.,, 2007), onde a aplicaggo de Spd promoveu total
desenvolvimento embriogénico; e confirmada por Vieira (et al., 2012) em CEs
de A. angustifolia suplementadas com Spd que apresentaram taxa de

conversdo de MPE Il para MPE Illl maior do que o grupo controle, além da



inibicdo da sintese de ON, reinterando a participacdo dessa molécula nos
processos iniciais de desenvolvimento do embrido.

5.4. Interacao entre a suplementacédo da L-arginina e o perfil de
aminoacidos

A funcgéo estrutural dos aminoacidos como constituintes de proteinas €
extensamente elucidada, haja vista que proteinas possuem importantes
funcdes em plantas estando envolvidas em diversos processos celulares (Kuo
et al., 2003), como por exemplo, as enzimas, as quais fazem parte de um grupo
de proteinas responsaveis por catalisar varios processos biologicos vitais para
0 metabolismo vegetal (Hausler et al., 2014). O metabolismo de aminoacidos
(AAs) faz parte de uma intrincada via bioquimica envolvendo PAs (de Oliveira
et al., 2018), etileno (Navarro et al., 2017) e Oxido nitrico (Tun et al., 2006),
tendo como papel central o metabolismo de nitrogénio dentro de um sistema

biolégico (Frungillo et al., 2014).

A suplementacao das CEs com L-arginina promoveu alteracdes no perfil
dos aminoacidos em ambas linhagens, mais especificamente naqueles que
participam como substrato na biossintese de arginina e ornitina, como
glutamato (Figura 18C) e glutamina (Figura 18B). A linhagem B apresentou
maior acimulo de AAs em relacdo a linhagem R, com excec¢do da citrulina, a
qual foi observado um maior nivel no grupo controle da linhagem R (Figura
18D).

No presente trabalho, a andlise nas duas linhagens celulares (B e R)
apresentou grande variacdo no perfil e na quantidade de aminoacidos
detectados em cada linhagem, reiterando a hipétese de que os aminoacidos
presentes nas linhagens de A. angustifolia com diferentes potenciais
embriogénicos possuem fungbes distintas e especificas (Hackbarth et al.,
2018).

A glutamina e o glutamato sdo considerados 0s principais precursores
dos demais AAs (Coruzzi and Brears, 2000), tendo isso em vista, seu acumulo
pode estar associado a sua utilizagdo como fonte de nitrogénio para outros AAs

durante o desenvolvimento embrionario, assim como sugerido por Hackbarth



(et al. 2018) ao analisar o perfil de aminoacidos em diferentes tecidos de A.
angustifolia.

Tendo o aspartato como precursor (Lam et al.,, 1995), a asparagina
(Figura 18A) normalmente € associada com o transporte de nitrogénio e seus
conteudos podem ser regulados pela luz, além de contribuir para a manutencéo
da pressdo osmoética, devido ao seu acumulo em condicdes de estresse
(Gaufichon et al., 2010).

A ornitina (Figura 18I) é sintetizada a partir da via do glutamato e € um
aminoacido que nao € incorporado as proteinas. Esse aminoacido € um
metabdlito intermediario na via de biossintese da arginina, de onde sao
derivados outros compostos tais como prolina, citrulina e PAs (Meijer et al.,
1990).

Em relacdo a arginina (Figura 18E) na linhagem B, observou-se
acumulo para todos os tratamentos, de maneira diferente, a linhagem R
apresentou queda no contetdo do AA nos grupo suplementados, enquanto que
0 grupo controle apresentou acumulo. Tais observacfes sugerem que O
metabolismo de arginina neste cenario de embriogénese somatica esta
desbalanceado, ocorrendo simultaneamente a biossintese e degradacdo do
aminoacido. Variacbes no conteudo de AAs fazem parte do comportamento
vegetal frente a sazonalidade, tais conteudos podem variar em diferentes
orgaos de um mesmo organismo de acordo com a necessidade, como 0 uso de
arginina como fonte de nitrogénio apds cessar o alongamento do caule em
Picea glauca (Durzan, 1968) e o conteudo de AAs em A angustifolia durante
diferentes estagios do desenvolvimento embrionario e estacdes climaticas
(Astarita et al., 2003c). A inter-converséo ciclica envolvendo arginina, glutamina
e asparagina é parte central do metabolismo do nitrogénio em coniferas, sendo
essencial para o ciclo de vida dessas espécies (Canovas et al., 2007).

Os aminoacidos detectados em maior quantidade foram a treonina
(Figura 18G) e a glicina (Figura 18H), no entanto, apenas 0 primeiro nao
apresentou diferencas significativas entre os grupos controle da linhagem B e
R; o processo de embriogénese somatica foi anteriormente associado com
incremento nos niveis de treonina (Murch et al., 1999), sendo associado a

manutenc¢ao do potencial osmético nos tecidos (Thorpe, 1993).



As informacfes obtidas através da quantificacdo de aminoacidos nos
permite inferir o papel da manutencéo dos niveis de arginina frente aos demais
aminoécidos, tendo em vista que o correto balangco bioquimico entre tais
compostos € essencial para o desenvolvimento embrionéario (Santa-Catarina et
al., 2006). Ademais, os conhecimentos bioquimicos oriundos dessa analise
permitem a aplicabilidade de concentragbes 6timas de aminoacidos como
suplementacao a fim de aperfeicoar os protocolos de embriogénese somatica

para coniferas.

5.5. Influéncia na manipulagdo do ambiente redox na maturagéo

Buscando a otimizacédo da qualidade de embrides gerados pela técnica
de embriogénese somética, as CEs foram submetidas a andlises envolvendo a
aplicacao de glutationa durante o processo embriogénico. Mudancas no perfil
de GSH em relacdo ao seu estado redox representam uma etapa importante
na sinalizacdo para o desenvolvimento do embrido (Stasolla, 2010). Frente a
isso, duas CEs foram submetidas a um pré-tratamento na presenga de arginina
durante a fase de proliferacdo e a presenca de GSH e BSO, respectivamente,
na fase de maturacao.

Para ambas as linhagens submetidas a influéncia de agente oxidantes e
redutores, a formacao de embrides foi baixa (Tabela 3). Tendo em vista que o
grupo controle apresentou maior namero de embrides, conclui-se que a
presenca dos compostos prejudicou o desenvolvimento embrionario,
corroborando com os resultados obtidos em P. Abies (Belmonte et al., 2005)
onde a aplicacdo de 1.0 mM de GSH inibiu a formacdo embrionara.
Morfologicamente, os embrides apresentaram aparéncia disforme (Figura 22).

Para as linhagens submetidas a L-arginina (5 e 10 mM), transferidas
para a maturacdo com GSH e posteriormente com BSO, observou-se a
manutenc¢ao da proliferacdo celular e o baixo desenvolvimento de embrides, 0s
guais apresentaram morfologia anormal, seguido de necrose. Resultados
diferentes foram obtidos por Stasolla et al., (2008), onde a aplicagéo de 0.1 mM
de BSO em culturas de Brassica napus aumentaram a expressdo de genes

associados ao desenvolvimento embrionario. Tais observa¢cfes sugerem que a



aplicacdo de BSO 1 mM nas CEs de A. angustifolia promoveu efeito toxico para

a diferenciacdo das MPEs em embrides soméaticos



6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A aplicacao de agentes redutores/oxidativos busca minimizar os problemas
derivados da recalcitrancia da Araucaria angustifolia, i.e. sensiveis a
dessecacdo. Visto que a A. angustifolia € uma espécie nativa ameacada de
extincdo e a maioria dos relatos abordando o processo de embriogénese
somatica utilizam espécies ortodoxas (resistentes a dessecacao), o
aperfeicoamento dos métodos de cultivo in vitro sdo fundamentais no que diz
respeito as aplicabilidades biotecnoldgicas da técnica, sendo possivel seu uso
na propagacdo massal de gendtipos de elite.

A analise dos perfis bioquimicos voltados para a biossintese de Oxido
nitrico, poliaminas e aminoacidos permite observar o metabolismo celular
através de um angulo diferente acerca das diferencas presentes em cada
linhagem, e como alteracdes metabdlicas interferem no comportamento celular
durante o processo de embriogénese soméatica desde a etapa de inducéo,
passando pela etapa de proliferacdo e culminando na maturacdo dos embrides.

Dentre as linhagens analisadas, apesar da geracdo de embribes, a
presenca da L-arginina permitiu a manutencdo da multiplicacdo celular nas
concentracfes utilizadas. No que tange as observacdes aqui relatadas, a
concentracdo 6tima para a suplementacdo com o aminoacido se encontra entre
0 e 5 mM. Os perfis bioquimicos indicam que o aminodacido teve influéncia nas
rotas metabdlicas dos principais compostos analisados, ilustrando a
participacdo da L-arginina durante o processo de embriogénese.

A associac¢ao entre oxido nitrico e espécies reativas de oxigénio podera ser
confirmada pela quantificacdo de peroxinitrito, produto da reacdo entre oxido
nitrico e o anion Oy, abrindo mais possibilidades para métodos de selecdo das
linhagens capazes de gerar embrides.

O aprimoramento do processo de embriogénese somatica em coniferas
geralmente é baseado em conhecimentos empiricos, no entanto, se faz
necessario agregar informacdes sobre as bases fisioldgicas e bioguimicas do
desenvolvimente embrionario zigético visando a otimizagédo do cultivo in vitro
(Elbl et al., 2015; Navarro et al., 2017; de Oliveira et al., 2018).

Correlacionando as informagdes a respeito de Arg | ON | PAs | AAs | ADC

no cultivo celular, sugere-se que a manutencdo da capacidade de proliferacado



das culturas deve-se ao acumulo de Put nas linhagens, conferindo resisténcia a
dessecacdo e as condi¢cdes impostas durante a maturacao.

Futuros estudos abordando a nivel molecular as respostas ao stress
oxidativo devem ser realizado a fim de complementar os dados aqui

apresentados.
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