U]

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

FERNANDA FERREIRA SALGADO

ANALISE DA METILACAO NO DNA E ACUMULO DE
AUXINA DURANTE A INDUCAO DA EMBRIOGENESE
SOMATICA EM Eucalyptus grandis

LAVRAS - MG
2019



FERNANDA FERREIRA SALGADO

ANALISE DA METILACAO NO DNA E ACUMULO DE AUXINA DURANTE A
INDUCAO DA EMBRIOGENESE SOMATICA EM Eucalyptus grandis

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das exigéncias
do Programa de Pdés-Graduacdo em
Biotecnologia Vegetal para a obtencédo do titulo
de Mestre.

Prof. Dr. LUCIANO VILELA PAIVA

Orientador

LAVRAS - MG
2019



Ficha catalografica elaborada pelo Sistema de Geracdo de Ficha Catalogrifica da Biblioteca
Universitaria da UFLA, com dadoes informadoes pelo(a) proprio{a) autor{a).

Salgado, Fernanda Ferreira.

Anilise da Metilagdo no DNA e Acumulo de Auxina Durante a
Indugio da Embriogénese Somatica em Eucalyptus grandis /
Fernanda Ferreira Salgado. - 2019.

66 p.

Onentador(a): Luciano Vilela Paiva.

Dissertagdo (mestrado académico) - Universidade Federal de
Lavras, 2019.
Bibliografia.

1. Embriogénese somatica. 2. Epigenética. 3. Hipometilacio do
DNA_ I Paiva, Luciano Vilela. II. Titulo.







FERNANDA FERREIRA SALGADO

ANALISE DA METILACAO NO DNA E ACQMULO DE AUXINA DURANTE A
INDUCAO DA EMBRIOGENESE SOMATICA EM Eucalyptus grandis

ANALYSIS OF METILATION IN DNA AND AUXINE ACUMULUS DURING THE
INDUCTION OF SOMATIC EMBRYOGENESIS IN Eucalyptus grandis

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das exigéncias
do Programa de Pdés-Graduacdo em
Biotecnologia Vegetal para a obtencao do titulo
de Mestre.

APROVADA em 22 de fevereiro de 2019
Dr. Thiago Alves Magalhaes

Dr. Raphael Ricon de Oliveira

Prof. Dr. LUCIANO VILELA PAIVA

Orientador

LAVRAS - MG
2019



AGRADECIMENTOS

Sempre que cumprimos nossos objetivos merecemos ser aplaudidos, mas
nunca podemos esquecer de dar louvor a quem nos deu a oportunidade de
vencermos. Por isso, hoje quero te agradecer muito, meu Deus, por ter conseguido
alcancar a meta que tanto sonhei.A ti, Senhor, dedico essa etapa da minha vida,
confiando que continuaras a conduzir meus passos em direcao a tua vontade perfeita
e soberana.

Agradecer € admitir que houve um momento em que se precisou de alguém;
€ reconhecer que o ser humano jamais podera lograr para si 0 dom de ser
autossuficiente. Ninguém se faz sozinho: sempre é preciso um olhar de apoio, uma
palavra de incentivo, um gesto de compreensao, uma atitude de amor.

Agradeco o apoio e o amparo dos meus pais, Carlos Magno e Deniara, sem
vocés jamais estaria aqui, em busca dos meus sonhos e acreditando que todo
sofrimento no fim valera a pena. Como minha mée sempre disse, vocé esta ai para
ISS0. AmMO vOocCés!

Agradeco a minha irmd, Amalia, que mesmo tdo longe se tornou mais
presente em minha vida, do que quando estavamos perto. Agradeco a cada momento
de preocupacéo, cada palavra de carinho e preocupacao em me ajudar e amparar. Te
amo, mala!

Agradeco a todos os meus amigos, que se tornaram minha familia. Obrigada
em especial a Dri por aturar minhas neuras, cidmes e mania de limpeza, obrigada por
ser minha companhia nos momentos de desespero. Obrigada a Samira e o Bruno,
Nnosso trio, que sempre nos amparamos uns aos outros. Obrigada a Tati, minha
consultora financeira, amiga que sempre me socorre quando estou quase perdendo a
cabeca, e por fim, mas ndo menos importante a minha amiga Thais Martins, irma que
Deus me deu, que mesmo distante sempre esteve presente em minha vida.

Agradeco a familia LCBM, que sempre que precisei, estavam dispostos a me
ajudar. Obrigado pelas companhias, aviso do nosso colega de trabalho otimista, que
sempre me falou que tudo dara errado. Mas no final, tudo dar& certo. Obrigado por
cada momento e ensinamento que esses dois anos me proporcionou ao lado de

VOCés!



Obrigada aos pos-doc Rafaeli e Wesley, por todo o suporte e ensinamento
durante minha pesquisa. Por sempre estar disponivel e disposta a me ajudar.

Obrigada aos técnicos Fabricio e Ricardo que suportaram oS meus surtos com
0 HPLC, e a secretaria Rossilvania que sempre foi muito mais que isso para mim,
minha conselheira, minha mée adotada.

Obrigada ao Luciano Paiva, que me deu essa oportunidade de aprendizagem,
gue acreditou em mim. Obrigada pela oportunidade de ampliar meus conhecimentos
e pelos ensinamentos.

Obrigada ao setor de microscopia eletrénica, ao Prof. Eduardo e ao Silvino,
por me ceder e auxiliar as minhas analises.

A Universidade Federal de Lavras, ao Programa de Pds-Graduacdo em
Biotecnologia Vegetal pela oportunidade de realizar o curso de mestrado.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ),
a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (Fapemig) e a
Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela
concessao da bolsa de estudos e apoio financeiro.

Enfim, agradeco a todosque, direta ou indiretamente, contribuiram para a

realizacdo deste trabalho.

OBRIGADA!



“I was taught that the way of progress was

neither swift nor easy. “(Marie Cure)



RESUMO

A embriogénese somatica (ES) é um processo de grande importancia para a
micropropagacao clonal in vitro, apresentando beneficios quando aplicada a espécies
arboreas, como alta taxa de multiplicacdo comparada a qualquer outro processo de
propagacéo, obtencao de planta geneticamente igual a planta-méae e possibilidade de
transferéncia de genes. Especialmente para a espécie Eucalyptus, visto ser
recalcitrante a regeneragcdo por meio de embriées somaticos. Vem sendo proposto
que, durante a ES, a desdiferenciacdo das células alvo e a aquisicdo da competéncia
embriogénica podem ser moduladas pela metilacdo do DNA e por fitohormonios, como
o picloram. O presente trabalho teve como objetivo (1) analisar o efeito do inibidor da
metilacdo do DNA 5-Azacitidina (5-AzaC) na indugéo de calogénese em Eucalyptus
grandis, testando diferentes concentracdes do agente desmetilante e (2) identificar
marcadores precoces do processo de ES , através do acumulo de auxina e de
metilacdo do DNA nas células, testando diferentes concentracfes da auxina
picloram.Para a realizagdo dos experimentos, foram utilizados hipocétilos, aos 20 dias
de germinacao. Os resultados mostraram que a concentragéo de 0,5 uM do agente
desmetilante 5-AzaC foi mais eficiente em promover a hipometilacdo do DNA global
dos calossem causar toxicidade celular aos explantes, promovendo uma reducédo de
76,5% dos niveis de metilacdo apos 60 dias de exposicdo a5-AzaC. A concentracao
de 40 pM de picloram foi mais eficiente na inducdo de calos embriogénicos, com
19,80% de formacao de calos friaveis aos 60 dias, sendo possivel visualizar, aos 180
dias, os primeiros agrupamentos de divisbes celulares, dando origem aos
proembrides. Os resultados revelaram que o acumulo de auxina e a hipermetilacédo
do DNA foram induzidos durante o inicio da ES e diferencialmente encontrados em
células embriogénicas dos calos, enquanto ndo estiveram presentes em células nao
embriogénicas ap6s o inicio da inducdo a ES. Pressupde que esses fatores
representam processos que podem ser interligados e estar envolvidos na regulacao

da reprogramacao celular.

Palavras-chave: 5-Azacitidina. Metilagdo do DNA. Toxicidade.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/nuclear-reprogramming

ABSTRACT

Somatic embryogenesis (SE) is a process of great importance for clonal
micropropagation in vitro, presenting benefits when applied to tree species,especially
for the Eucalyptus species, since its regeneration by somatic embryos is recalcitrant.
It has been proposed that during SE, de-differentiation of target cells and acquisition
of embryogenic competence can be modulated by DNA methylation and by
phytohormones, such as picloram.The objectives of this study was (1) to analyze the
effect of the 5-Azacytidine (5-AzaC) DNA methylation inhibitor on the induction of
calogenesis in Eucalyptus grandis by testing different concentrations of the
demethylating agent, and (2) to identify early process markers of SE, through the
accumulation of auxin and DNA methylation in the cells, testing different
concentrations of auxin picloram. For the experiments, hypocotyls were used after 20
days of germination. The results showed that the concentration of 0.5 uM of the 5-
AzaC demethylating agent was more efficient in promoting hypomethylation of the
overall DNA of the calli without causing cellular toxicity to the explants, promoting a
reduction of 76.5% in methylation levels after 60 days of exposure to 5-AzaC. The
concentration of 40 uyM picloram was more efficient in the induction of embryogenic
callus, with 19.80% of friable callus formation at 60 days, and it was possible to
visualize, at 180 days, the first groupings of cell divisions, giving rise to the
proembryos.The results revealed that auxin accumulation and DNA hypermethylation
were induced during the early stages of SE, differently found in embryogenic cells of
the callus, whereas they were not present in non-embryogenic cells after the onset of
SE induction.lt assumes that these factors represent processes that can be

interconnected and involved in the regulation of cellular reprogramming.

Keywords: 5-Azacitidine. Methylation of DNA. Toxicity
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PRIMEIRA PARTE

Introducéo Geral



1. INTRODUCAO

O eucalipto € uma espécie nativa da Australia e regides de Nova Guiné,
Indonésia e Filipinas, altamente diversificado e comercialmente importante, e sua
utilizacéo vai desde como fonte de madeira industrial, combustivel, 6leos essenciais
e, principalmente, matéria-prima para a producao de celulose e papel. Os plantios de
eucalipto ocupam 5,7 milhdes de hectares da area de arvores plantadas no Brasil,
ocupando o segundo lugar como maior fonte de celulose no mundo, com uma
producéo de 18,8 milhdes de toneladas, estando atrds somente dos Estados Unidos
(NAKHOODA; MANDIRI, 2016; IBA, 2017).

A aplicacdo da biotecnolgia tornou-se de extrema importancia para a industria
florestal, proporcionando o aumento da produtividade e da qualidade dos produtos. As
técnicas biotecnologicas como o uso de marcadores moleculares, aplicacéo de cultura
de tecidos para micropropagacado e engenharia genética tém sido empregadas para o
desenvolvimento do eucalipto, entretanto uma das dificuldades esta na auséncia de
um protocolo eficiente de regeneracdo in vitro a partir de embrides
somaticos(CORREDOIRA et al., 2015; OUYANG et al., 2012).

A regeneracgdo de plantas via embriogénese somatica € um método muito
utilizado em varias espécies, devido a possibilidade de investigar os mecanismos
reguladores da formacao de embrides zigoticos a partir de tecidos somaticos, além de
ser um sistema que apresenta altos niveis de regeneracao in vitro(PINTO et al., 2013).
Contudo, algumas espécies arboreas, como por exemplo o eucalipto, apresentam
recalcitrancia a embriogénese somatica, levando a baixa eficiéncia de regeneracéo e
tornando a sua aplicacao limitada (CORREDOIRA et al., 2017; PINTO et al., 2013).

A embriogénese somatica em plantas € resultante de mudancas fisiol6gicas,
bioquimicas e genéticas em células assexuadas em resposta a uma série de fatores,
entre eles o estresse hormonal. Condi¢gOes estressantes, como altas concentragoes
de hormonios, sdo capazes de induzir a embriogénese somatica pela reorganizagéo
da cromatina que libera regides génicas responsaveis pela inducdo da embriogénese
somatica (JIN et al., 2014; KRISHNAN; SIRIL, 2017).

Os mecanismos epigenéticos, como a metilacdo do DNA, modificacdo das

histonas e desmetilagdo de DNA realizam um papel importante nas mudancas



morfologicas e fisioldgicas celulares, alterando a regulacdo da expressao génica e
contribuindo para a plasticidade fenotipica e a capacidade adaptativa das espécies
arbéreas florestais (JIN et al., 2014). Estudos mostram evidéncias de que o0s
mecanismos epigenéticos sdo fundamentais para a resposta ao estresse e a
adaptacao das plantas (AVRAMOVA, 2015).

Apesar dos avancos na compreensdo do processo de embriogénese
somatica, 0s mecanismos epigenéticos que ocorrem durante este processo nao estao
completamente elucidados, mas é sabido que estas modificacbes ocorrem
extensivamente durante a diferenciacdo e desenvolvimento celular (NIC-CAN et al.,
2013).

Durante o processo de embriogénese somética, em algumas espécies como
a Daucus carota (LOSCHIAVO et al., 1989) e a Cucurbita pepo (LELJAK-LEVANIC et
al., 2016), ocorre um aumento nos niveis de metilacdo no DNA, enquanto que em
outras espécies como Pinus nigra (NOCEDA et al., 2009) e Rosa x hybrid (XU; LI;
KORBAN, 2004)0 mesmo processo causa uma diminuicdo dos niveis de metilacéo ,
sendo possivel observar que a quantificacdo da metilacdo do DNA é
consideravelmente variavel (NIC-CAN et al., 2015).

Existem substancias, como a pirimidina 5-azacitidina (azaC) e a 5-aza-2’
desoxicytidina (decitabina), que sdo capazes de inibir a metilacdo do DNA. Estas
enzimas sao analogas das citosinas e se incorporam no DNA evitando a ligacao do
grupo metil no mesmo, o que causa a hipometilacdo do genoma. Trabalhos na
literatura demonstraram que a diminuicdo dos niveis de metilagdo pelo tratamento
com 5-AzaC favoreceram a formacéao de calos embriogénicos em algumas especeis,
como Quercus alba(CORREDOIRA et al., 2017).

Além das modificacdes epigenéticas que ocorrem durante o processo de
embriogénese somatica, foram observados os efeitos estimulantes de reguladores
exdgenos de crescimento de plantas, como as auxinas, durante a inducdo de ES.
Entretanto sdo escassos 0s estudos sobre os niveis enddgenos da auxina AlA (acido
indol-3-acético) nos estagios iniciais da embriogénese (CORREDOIRA et al., 2015).

A auxina acido indol-3-acético (AlIA) é a auxina enddgena que esta presente
no tecido vegetal em maior quantidade, podendo ser sintetizada em baixos niveis por
guase todos os tecidos, e em maior quantidade pelos apices meristematicos, células
jovens, sementes e tecidos em desenvolvimento. A sua biossintese ocorre em tecidos

com rapido crescimento e desenvolvimento celular (TAIZ; ZEIGER, 2013).



O AIA apresenta grande importancia na regulacdo do desenvolvimento da
planta, onde controla processos celulares tdo importantes quanto a divisdo celular,
expansao e diferenciacdo (GRONES; FRIML, 2015).

A utilizacéo de anticorpos anti-AlA vem apresentando eficiéncia para a analise
do acumulo celular de auxina durante o processo de desenvolvimento embrionario
(CORREDOIRA et al., 2015; RODRIGUEZ-SANZ et al., 2015). Um estudo realizado
em Quercus alba mostrou que durante o processo de embriogénese somatica ocorre
0 acumulo de auxina e desmetilacdo do DNA, constituindo-se marcadores iniciais do
processo (CORREDOIRA et al., 2017).

Devido a inexisténcia de estudos relacionando os niveis de metilacdo durante
0 processo de embriogénese soméatica em espécies de eucalipto , 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar o comportamento dos calos da espécie Eucalyptus grandis durante
o0 processo de embriogénese somatica, analisando a influéncia dos niveis de
metilacdo e auxina enddgena nos estagios iniciais da embriogénese com auxilio do

agente inibidor da metilacao (5-AzaC) e andlise de imunolocalizagéo.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Informacgdes Gerais sobre o Eucalipto

O Eucalyptus é um género pertencente a familia Myrtaceae, cuja as espécies
sdo conhecidas pelo nome de eucalipto. Este género possui mais de 800 espécies
nativas da Australia, Tasmania e ilhas préximas. Nos anos de 1800, os eucaliptos
foram inseridos no sul da Europa e no norte da Africa, desde entdo tem ocorrido um
aumento crescente da sua importancia econOmica. Atualmente, encontram-se
plantac6es de eucaliptos em regides tropicais e subtropicais em mais de 90 paises,
sendo que os responsaveis pelas maiores plantacdes sdo o Brasil, a india e a China
(COCHRANE; COCHRANE, 2017; CORREDOIRA et al., 2015).

O eucalipto apresenta alto valor comercial para producdo de madeira
industrial, combustivel, 6leos essenciais, celulose e papel. As espécies do género que
predominam nas plantagées comerciais sédo Eucalyptus grandis Hill, E. globulus labill.,
E. camaldulensis dehnh, E. urophylla Blake e seus hibridos (GRATTAPAGLIA; KIRST,
2008; POTTS; DUNGEY, 2004). O hibrido E. urophylla x E. grandis & altamente
valorizado devido a producdo de madeiras superiores, apresentar eficiéncia de
enraizamento e resisténcia a doencas, fornecendo matéria prima de alta qualidade
para celulose, papel, madeira e energia (OUYANG et al.,, 2012; PRAKASH,;
GURUMURTHI, 2010).

No ano de 2016 houve um crescimento de 0,5% da area total de arvores
plantadas no Brasil em comparagcédo com o ano anterior, totalizando 7,84 milhdes de
hectares. Esse aumento deve-se exclusivamente a expansao da producdo de
eucalipto que alcancou 5,7 milhdes de hectares plantadas, as quais estéo localizadas
principalmente nos estados de Minas Gerais (24%), S&o Paulo (17%) e Mato Grosso
do Sul (15%) (IBA, 2017).

O Brasil ocupa o segundo lugar como maior produtor de celulose no mundo,
estando atrds somente dos Estados Unidos. Sua producdo em 2016 foi de 18,8
milhdes de toneladas, sendo que 16,2 milhdes de toneladas de celulose foram obtidas
a partir do eucalipto. O clima favoravel no Brasil € um importante componente do alto
rendimento florestal, sendo que uma arvore de eucalipto adequada para o corte leva,

em média, 7 anos, enquanto no Chile, por exemplo, ela sé estara pronta para corte



aos 18 anos (IBA, 2017; INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA
- IBGE, 2015).

O aumento da produtividade das florestas de eucalipto e a qualidade dos
produtos obtidos a partir do emprego das tecnologias transgénicas estéo tornando-se
cada vez mais importante para a industria florestal. Diante disso o0 seu cultivo in vitro
passa a representar uma etapa essencial para propagacdo clonal, principalmente
quando se leva em conta a utilizacdo de gendtipos elite nos programas de
melhoramento genético (PINTO et al., 2013). Algumas espécies ja foram regeneradas
via organogénese, porém ocorre uma baixa formacéo de raizes além da formacéo de
plantas quimeras durante a regeneracao de tecidos transformados (OUYANG et al.,
2012).

2.2 Embriogénese Somatica

A embriogénese somatica in vitro (ES) € uma das rotas de expressao genética
pela qual células isoladas ou um pequeno grupo de células somaticas dao origem a
embrides (TAUTORUS et al., 1991). Neste processo, células somaticas diferenciadas
podem recuperar o potencial embriogénico e originar novos embrides viaveis, através
da reprogramacao da expressdo génica (MARSONI et al., 2008).

A embriogénese somatica € um processo de grande importancia para a
regeneracao in vitro, apresentando beneficios significativos quando utilizada em
espécies arblreas. Este processo € identificado quando células hapléides ou
somaticas desenvolvem-se, por meio de diferentes estagios embriogénicos, dando
origem a uma planta sem que ocorra a unido de gametas. E um procedimento
comumente utilizado em protocolos de transformacéo, pois apresenta a vantagem de
uma unica origem celular, reduzindo a formacao de quimeras (CORREDOIRA et al.,
2015; PINTO et al., 2013).

A competéncia embriogénica pode ser adquirida apés a mudanca de uma ou
mais condigdes de cultivo, como fitohormoénios, meio de cultura, fonte de carboidrato,
potencial osmatico, dentre outras. Apos essas mudancgas, células ou tecidos induzidos
alcancam a segunda fase, na qual as células se diferenciam em embrides sométicos
revelando sua competéncia embriogénica (JIMENEZ et al., 2005). Culturas
embriogénicas apresentam células em diversos estagios de diferenciagédo e,

consequentemente, com diferentes graus de determinacgéo, as quais podem adquirir



novas competéncias mediadas por mensageiros quimicos especificos, como as
auxinas e as citocininas, que foram postuladas como as duas classes hormonais que
agem conjuntamente, controlando o desenvolvimento vegetal e atuando diretamente
na definicho dos meristemas e, portanto, no tipo de 6érgdo a ser formado
(GUERRA;TORRES; TEIXEIRA, 1999; SKOOG; MILLER, 1957).

A metodologia béasica para o desenvolvimento de embriogénese somatica em
angiospermas consiste em dois ciclos repetitivos. No primeiro, de embriogénese
repetitiva, culturas embriogénicas s&o induzidas em meios de cultura geralmente
suplementados com auxinas, sendo que a mais utlizada é o acido 24
diclorofendxiacético (2,4-D). Essas culturas passam por processos de multiplicacao,
em ciclos repetitivos de divisdes celulares, em meios contendo auxinas em baixas
concentragbes (STEINER et al., 2008). O segundo ciclo consiste na fase de
maturacdo, em que as culturas sédo estimuladas a prosseguir o seu desenvolvimento
pela retirada da auxina do meio de cultura e a utilizacéo de promotores de maturacéo,
como o acido abscisico (ABA) e citocininas, sendo que nesta fase os materiais
vegetais sdo mantidos sob influéncia da luz, dependendo da espécie. Ao fim deste
ciclo, os embrides somaticos maduros podem ser convertidos em plantas em
condicBes in vitro e ex vitro, podendo ser utilizados para a obtencdo de sementes
sintéticas (STEINER et al., 2008) (Figura 1).

A propagacédo do eucalipto via embriogénese somatica visa superar alguns
déficits encontrados ao se utilizar técnicas como estaquia e organogénese. Os
embrides somaticos sdo produzidos a partir de tecidos somaticos do material de
origem, sendo associada a altas taxas de propagacdo de plantulas, permitindo a
producdo de clones utilizados para tecnologias de transferéncia de genes, além de
ser passivel como fonte de explante para a criopreservacdao (NAKHOODA; MANDIRI,
2016; PINTO et al., 2013).

A obtencdo de embrides somaticos ja foi alcancada nas espécies E. grandis,
E. citriodora hook, E. gunnii hook, E. dunnii maiden, E. nitens, E. tereticornis Smith, E.
camaldulensis e E. globulus(CORREDOIRA et al., 2015; PINTO et al., 2008). No
entanto, estudos mostram que é necessario a avaliagdo cuidadosa dos explantes por
exame microscopio, pois além de apresentar baixa taxa de regeneragdo, alguns
protocolos, quando analisados por exame microscopico, mostraram vias de

regeneracao organogénicas, em vez de embriogénicas, possibilitando a formacgéo de
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plantas quiméricas (DOBROWOLSKA et al., 2017; OUYANG et al., 2012; PRAKASH,;
GURUMURTHI, 2010).

Figura 1: Processo esquematico de dois ciclos para inducédo e modulagéo da
embriogénese somatica.
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Fonte: Adaptado de Guerra et al (1999).

Na maioria dos estudos que apresentaram resultados satisfatérios quanto a
regeneracao de plantas a partir de embrides somaticos, as culturas foram obtidas a
partir de embriBes zigbticos imaturos ou maduros, mas também de mudas jovens.
Porém, ndo ha relato sobre a inducédo de embrides sométicos a partir de plantas em
fase adulta (CORREDOIRA et al., 2015).

As diferentes respostas entre as espécies e progénies sugerem a existéncia
de fatores genéticos que controlam osprocessos de desenvolvimento in vitro. E
também de grande importancia os nutrientes basicos, como sais e minerais, que
participam da regulacdo morfolégica, e os reguladores de crescimento que
determinam o potencial de regeneragédo (DAVID; BRAVO; VENCOVSKY, 2008).
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2.3 Mecanismos epigenéticos

Epigenética é o estudo de mudancas mitogenéticas e / ou hereditarias na
funcdo do gene que ndo podem ser explicadas por mudancas na sequéncia do DNA”
(Russo et al. 1996).0s fenbmenos epigenéticos sdo medidos por marcas reversiveis
gue incluem a metilacdo do DNA, rearranjos de cromatina, modificacdo nas histonas
e por pequenos RNAs que podem alterar a regulacdo da expressdo de genes ou
regides gendmicas (AVRAMOVA, 2015; BONASIO; TU; REINBERG, 2010).

Condi¢Bes ambientais estdo diretamente relacionadas as varias marcas e
mecanismos epigenéticos diferentes, incluindo a metilacdo do DNA, sendo que
mudancas nos niveis de metilacdo do DNA gendmico em resposta a diferentes tipos
de estresse bibtico (patébgeno, herbivoros) e abidtico (alto teor de sal e baixas
concentracbes nutrientes)ja foram observados em algumas espécies como
Taraxacum officinale, A. thaliana e Antirrhinum (BRAUTIGAM et al., 2013).

A metilacdo do DNA em plantas comumente ocorre nas citosinas (CG, CNG
e CNN onde N = A, T ou C), através da adicdo de um grupo metil na posi¢ao 5’ do
anel de pirimidina da citosina no DNA (5mC) (HENDERSON; JACOBSEN, 2007).
Sendo catalisada por DOMAINS REARRANGED METHYLTRANSFERASE 2
(DRM2), um homologo das Dnmt3 metiltransferases e mantida por trés diferentes vias:
metilacdo por CG pela DNA METILTRANSFERASE 1 (MET1), o homdélogo vegetal de
Dnmtl, metilacdo de CHG pela CROMOMETHYLASE (CMT3), uma DNA
metiltransferase especifica de planta e metilacdo de CHH assimétrica através de
metilacéo persistente de novo por DRM2 (LAW; JACOBSEN, 2010).

Os mecanismos epigenéticos possuem uma importante funcdo de
modificacdo do desenvolvimento morfologico e fisioldgico de um organismo, sofrem
influéncia de fatores ambientais, resultando em mudancas na expressao génica e na
formacéo do fenotipo. A compreensédo dos mecanismos regulatorios envolvidos nas
respostas epigenéticas auxilia na identificacdo da melhor via para a multiplicacéo in
vitro de plantas, especialmente as espécies arboéreas florestais de vida longa e
recalcitrantes (BRAUTIGAM et al., 2013).

Marcas epigenéticas estdo envolvidas na regulacdo de programas globais de
expressao génica no genoma (FINNEGAN et al., 2000). A metilacdo do DNA, por DNA


http://genesdev.cshlp.org/content/16/1/6.full#ref-156
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2015.00472/full#B10
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metiltransferases, consiste em uma modificacdo epigenética proeminente da fibra da
cromatina, que esta relacionada ao silenciamento génico. Essa marca epigenética
muda durante os processos de diferenciacdo e proliferacdo das células vegetais e
regula a expressdo génica (MEIJON et al., 2010). Estudos mostraram que
modificacdes na metilacdo global do DNA conduzem a mudancas no programa de
desenvolvimento do micrésporo em direcdo a embriogénese, indicando uma
reprogramacao epigenética apds a inducdo do micrésporo para um estado totipotente
e inicio da embriogénese (SOLIS et al., 2012). Essa reprogramacdo epigenética
envolveu uma reducdo do nivel global da metilacio do DNA com a ativacdo da
proliferacdo celular seguida do aumento da metilacdo do DNA com diferenciacéo
embrionaria, em  espécies vegetais muito diferentes, como Brassica
napus (TESTILLANO et al., 2013), Hordeum vulgare (EL-TANTAWY et al., 2014)
e Quercus suber (RODRIGUEZ-SANZ et al., 2014).

Em plantas um dos mecanismos de regulacéo epigenética mais estudado € a
metilagdo do DNA, sendo relacionado com atividade na floragao, desenvolvimento de
endospermas, resposta ao estresse, manutencdo do genoma, silenciamento de
genes, controle de elementos transponiveis e impressao gendmica, 0 que contribuiu
para entender processos regulatorios importantes (NIC-CAN et al., 2013).

O estresse € uma das razbes que levam a uma série de alteracdes
fisiolégicas, bioquimicas e genéticas em células assexuadas, e estas condi¢cdes
estressantes podem induzir a embriogénese somatica pela reorganizacao da
cromatina e alteracdo da metilacdo do DNA, que leva a liberacdo "acidental" do
programa embriogénico (KRISHNAN; SIRIL, 2017).

Para obtencédo de células embriogénicas em espécies como Daucus carota e
Cucurbita pepoo aumento dos niveis de metilacdo global do DNA, enquanto que em
outras espécies como Eleuterococus senticosus e Castanea sativa uma diminuicéo
dos niveis de metilacdoglobal é observada para que ocorra a formacdo de calos
embriogénicos e posterior desenvolvimento dos embrides soméaticos (NIC-CAN et al.,
2013, 2015).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2015.00472/full#B30
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2.4 Inibidores da metilacéo

Existem algumas enzimas que podem alterar um conjunto de compostos que
interferem em diferentes etapas do processo de metilacdo, diminuindo a dose e o
tempo de acdo da metiltransferase. A pirimidina 5-azacitidina (azaC) e a 5-aza-2’
desoxicytidina (decitabina) sdo analogos da citosina que, em vez do &tomo de carbono
na posigao 5, possuem um atomo de nitrogénio (Figura 2). Estes compostos podem
ser incorporados durante a replicacdo do DNA, evitando que ocorra a metilacdo e
resultando na hipometilacdo geral do genoma (NIC-CAN et al., 2015;FRAGA et al.,
2012). O agente de desmetilacdo azaC leva a uma diminui¢cao dos niveis de metilacdo
a cada ciclo de replicacdo celular, e dependendo do tempo da atividade da
metiltransferase do DNA, ocorre a formacdo de DNA hipometilado. A habilidade de
um explante para reestabelecer seu programa genético e epigenético para suportar
um ambiente hormonal artificial determina sua capacidade para cultivo in vitro, sendo
que reducdes dos niveis de metilacdo estdo sempre associados ao inicio de qualquer
programa de diferenciacdo, como a embriogénese.

Além desses compostos, a 2-amino5-etoxi-carbonil-pirimidina-4(3H)-one é
um analogo de pirimidina que também é utilizado na inibicdo da metilacdo do DNA e
por fim o &cido etionino (acido 2-amino-4-etilsulfanilbutirico) que é utilizado pelas
células para produzir S-adenosil-L-metionina, que funciona como um inibidor
competitivo da metilacdo do DNA (Figura 2) (NIC-CAN et al., 2015).
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Figura 2:Estruturas de alguns inibidores da metilagédo do
DNA e da citosina metilada
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Fonte: Adaptado de DE-LA-PENA et al., (2015)

O mecanismo de acdo proposto por analogos de pirimidina pode ocorrer
através de uma ligacdo covalente entre um sitio nucledfilo catalitico das
metiltransferases, onde a posicao reativa 6 da azaC substitui a citosina no DNA. A
substituicdo do carbono pelo nitrogénio na posigcao 5’ altera a reatividade do carbono
na posicao 6, evitando a reversibilidade da ligacdo entre o carbono e a citosina no
local ativo da enzima(NIC-CAN et al., 2015).

2.5 Métodos para determinacdo da metilagdo do DNA

Uma ampla variedade de métodos precisos e eficientes foram desenvolvidos
para estudar os padrdes epigenéticos e suas modificacbes. Esses meétodos
determinam o conteudo de metilacdo do DNA gendmico e os locais especificos de
metilacdo e podem ajudar a explicar o seu papel em processos biolégicos, como a
embriogénese somatica. Os métodos podem ser divididos em pelo menos seis grupos
gerais: metilacdo do DNA global, metilacdo regional do DNA, analise do genoma em

toda a largura, analise de metilacdo de DNA por sequenciamento, deteccdo de
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padrées especificos de metilacdo, analise CpG individual e andlise da metilagdo in
situ utilizando imunolocalizagdo (BRAUTIGAM et al., 2013; KATHIRIA; KOVALCHUK,
2010).

A andlise da metilagdo do DNA pelo sequenciamento genémico de bisulfito é
baseado sobre a conversao de citosina em DNA fita simples em uracila por bisulfito
de sodio, que é reconhecido como timina em subsequente amplificacdo e
sequenciamento de PCR. Os 5-metildeoxicitosina (5mCs) ndo reagem a esta
transformacao e permanece citosina, permitindo distinguir os 5mCs a das citosinas
ndo metiladas. E um método tanto quantitativo como qualitativo, utilizado para definir
o0 estado de metilacdo em determinados locus de genes (SPILLANE; MCKEOWN,
2014; BRAUTIGAM et al., 2013).

A quantificacdo de metilagdo de DNA global é frequentemente utilizada para
analisar se as mudancas nos niveis de metilacio do DNA ocorrem devido ao
crescimento e desenvolvimento do organismo, ou se foi induzido por diferentes sinais
ambientais. Os niveis globais de 5mC podem ser detectados por diversas técnicas
analiticas, como: fase invertida cromatografia liquida de alta performance (RP-HPLC),
eletroforese capilar, plasma de massa indutivamente acoplado em espectrometria de
massa (ICP-MS), acoplamento de cromatografia liquida, espectrometria de massa por
ionizacdo por eletro pulverizacdo e ensaios baseados em ELISA (NIC-CAN et al.,
2015).

Outra técnica muito utilizada € a amplificacdo de polimorfismo sensivel a
metilacdo (MSAP), utilizada para identificar variacées epigenéticas do genoma. E uma
técnica baseada na utilizacdo de um par de enzimas de restricdo sensiveis a
metilagdo, Hpall e Mspl, onde ambas reconhecem a sequéncia 5-CCGG-3. No
entanto, sua acao é afetada pelo padrao de metilagdo em citosina interna ou externa.

Com o avanco dos estudos sobre a importancia da metilacao para diferentes
processos bioldgicos, estdo crescendo o nimero e a sensibilidade de técnicas para
medir a 5mC. A anadlise da metilacdo in situ utilizando imunolocalizacdo acoplada a
microscopia confocal, permite uma analise mais sensivel para identificar a localizagéo
e distribuicdo exata das 5mC. E uma técnica que se utiliza anticorpos e um
microscoépio confocal, sendo possivel detectar o sinal de fluorescéncia com alta
sensibilidade e boa reprodutibilidade (KATHIRIA; KOVALCHUK, 2010).
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ARTIGO 1: 5-AZACITIDINA INDUZ A HIPOMETILACAO NO DNA EM Eucalyptus

grandis
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RESUMO

A metilacdo do DNA é um mecanismo regulador epigenético da expressao
génica, podendo estar associado a fases de desenvolvimento e competéncia genética
in vitro de plantas. O presente estudo objetivou analisar o efeito do inibidor da
metilacdo do DNA 5-Azacitidina (5-AzaC) na indugéo de calogénese em Eucalyptus
grandis. Foramtestandos diferentes concentracbes do agente desmetilante e
guantificados os niveis globais de metilacdo do DNA por espectrometria de massa
acoplada com cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC /DAD). Foram utilizados
hipocétilos de Eucalyptus grandis, com 20 dias apdés a germinacdo, sendo
seccionados longitudinalmente e inoculados em meio de inducéo de calos. Apos 180
dias de inducéo, esses calos foram cultivados em meios suplementados com o agente
desmetilante 5-AzaC nas concentracdes de 0 (controle); 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 uM e
avaliados aos 30 e 60 dias ap0s a exposicao ao agente. Apos 30 dias, os tratamentos
suplementados com 1,0; 2,0 e 4,0 uM de 5-AzaC no meio de cultura apresentaram
sintomas de toxicidade celular e necrose do tecido. Aos 60 dias, no tratamento com
0,5 uM de 5-AzaC foi possivel obter duas linhagens de calos distintas, denominadas
Linhagem 1 (L1) e Linhagem 2 (L2). A L1 apresentou uma reducéo de 76,5% dos
niveis de metilacédo global do DNA dos calos, enquanto a L2, apresentou um aumento
de 13,6% dos niveis globais de metilacao e visualmente inicio de oxidacao nos calos.
A andlise HPLC / DAD mostrou uma diminuicdo gradativa nos niveis de metilacdo nos
calos da L1. A medida que estes resultados pressupdem que 0,5 uM de 5-AzaC é uma
concentracdo proxima da ideal para aplicagdo em tratamentos visando a desmetilacéo
do DNA, afim de causar uma reprogramacao celular para uma possivel aquisicdo de

totipoténcia celular em Eucalyptus grandis.

Palavras-chave: Hipometilagdo do DNA. Toxicidade. 5-Azacytidina



23

ABSTRACT

DNA methylation is an epigenetic regulatory mechanism of gene expression
and may be associated with developmental stages and in vitro genetic competence of
plants. The present study aimed to analyze the effect of 5-Azacytidine (5-AzaC), DNA
methylation inhibitor, on the induction of calogenesis in Eucalyptus grandis. Different
concentrations of the demethylating agent were tested and the overall levels of DNA
methylation were quantified by mass spectrometry coupled with high performance
liquid chromatography (HPLC / DAD). Eucalyptus grandis hypocotyls were used 20
days after germination and were longitudinally sectioned and inoculated in callus
induction medium. After 180 days of induction, these calli were cultured in media
supplemented with the 5-AzaC demethylating agent at concentrations of 0O (control);
0.5; 1.0; 2.0 and 4.0 uM, and evaluated at 30 and 60 days after exposure to the agent.
After 30 days, treatments supplemented with 1.0; 2.0 and 4.0 uM 5-AzacC in the culture
medium showed symptoms of cellular toxicity and tissue necrosis. At 60 days, in the
treatment with 0.5 pM of 5-AzaC, it was possible to obtain two different calli strains,
named Line 1 (L1) and Line 2 (L2). L1 showed a reduction of 76.5% in global DNA
methylation levels of calli, while L2 showed a 13.6% increase in global methylation
levels and visually a beginning of callus oxidation. HPLC / DAD analysis showed a
gradual decrease in methylation levels in L1 calli. Therefore, it can be presumed that
0.5 uM of 5-AzaC is a near-ideal concentration for application in treatments aiming at
the demethylation of DNA, in order to cause a cellular reprogramming for a possible

acquisition of cellular totipotency in E. grandis.

Key words: Hypomethylation of DNA. Toxicity. 5-Azacytidine
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INTRODUCAO

Ferramentas biotecnolégicas como a clonagem, embriogénese somatica e
engenharia genética, vém sendo aplicadas com o intuito de obter arvores de eucalipto
de qualidade superior (GERMANA; LAMBARDI, 2016;NAKHOODA; MANDIRI,
2016). A embriogénese somatica (ES) é uma ferramenta de grande importancia, que
consiste na obtencdo de plantulas clonais a partir de um explante somético (folha,
hipocdtilo, embrido zigoticos, etc.) de uma planta (TESTILLANO; RISUENO, 2016;
FEHER, 2015).

Muitas espécies lenhosas possuem recalcitrancia in vitro, apresentando um
baixo indice de regeneracdo de plantas (CORREDOIRA et al., 2017; FRAGA et al.,
2016; NIC-CAN et al., 2015). Estudos vem sendo desenvolvidos para melhorar a
compreensao dos mecanismos bioquimicos, fisiolégicos e genéticos que regulam a
embriogénese somatica em plantas (MAHDAVI-DARVARI et al., 2015; ELHITI et al.,
2013; YANG; ZHANG, 2010).

Apesar dos avancos na compreensao do processo de embriogénese
somatica, 0s mecanismos epigenéticos que ocorrem durante este processo biolégico
nao estdo completamente elucidados, mas € sabido que estas modificacées ocorrem
extensivamente durante a diferenciagdo e desenvolvimento celular (NIC-CAN et al.,
2013).

Um aspecto recente que tem chamado atencdo na comunidade cientifica é a
epigenética. O termo "epigenética" compreende todas as mudancas genéticas e
hereditarias na expressdo génica que nao se relacionam com mudangas na propria
sequéncia do DNA, mas ainda podem ser herdadas de uma geragéo a outra (CHEN
et al., 2010). Entre as marcas epigenéticas mais estudadas estdo a metilacdo do DNA
e metilacdo da histona-3-lisina-9 (H3K9), as quais estdo associadas com funcbes
repressivas de transcricdo (NIC-CAN et al., 2013; MIGUEL; MARUM, 2011).

Em plantas, a 5-azacitidina (5-AzaC), um analogo conhecido da 5-citosina,
inibe a atividade da metiltransferase do DNA, levando a hipometilacdo do DNA
gendmico, podendo assim ser utilizado como um agente desmetilante em varios
tecidos de plantas diferentes, levando a uma ampla gama de efeitos sobre o
desenvolvimento, dependendo da dose, tempo e processo (SOLIS et al., 2015).

Neste contexto, marcas epigenéticas e padrbes de metilagdo do DNA tém

surgido como um campo de investigagdo promissor. Sendo assim, neste trabalho
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objetivou-se analisar o efeito da 5-azacitidina in vitro durante as fases iniciais de calos

de E. grandis submetidos ao processo da embriogénese somatica.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Como material vegetal foram utilizadas sementes de Eucalyptus grandis
cedidas pelo Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais — IPEF.

As sementes foram lavadas em solucdo de etanol a 70% por 30 segundos,
imersas em solucdo de hipoclorito de sédio a 2,5% com duas gotas de detergente
comercial e mantidas em agitacdo manual por 25 minutos. Apds este processo, em
camara de fluxo laminar, as sementes foram submetidas a triplice lavagem com agua
destilada autoclavada para remocéao dos residuos desinfestantes, secagem em papel
filtro estéril, e posterior inoculacdo em meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962)
acrescido com 30 g L'1sacarose, 100 mg L*mio-inositol, 4,9 g L*de agar e pH ajustado
para 5,8. As sementes foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de

25 + 2 °C e fotoperiodo de 16 horas por um periodo de 20 dias.

Inducéo de Calos

Apos 20 dias, os hipocotilos das plantulas foram seccionados em quatro
partes de aproximadamente 2 cm e inoculados em placas de Petri contendo 25 mL de
meio de inducdo de calos, composto por sais e vitaminas do meio MS
(Murashige e Skoog, 1962) suplementado com 30 g/L de sacarose, 100 mg/L de mio-
inositol; 500 mg/L de caseina hidrolisada; 200 uM de picloram; 4,9 g/L de &gar e pH
ajustado para 5,8 e cultivados por 120 dias, em sala de crescimento na auséncia de
luz, em temperatura de 25°C + 2°C, com subcultivos a cada 21 dias.

Posteriormente, os calos obtidos foram transferidos para o meio de
multiplicacao de calos composto por sais e vitaminasdo
MS(MURASHIGE; SKOOG, 1962) acrescido de30 g/L de sacarose; 100 mg/L de mio-
inositol; 500 mg/L de caseina hidrolisada; 10 uM de picloram; 5 uM de BAP; 4,9 g/L

de agar e pH ajustado para 5.8, os calos foram mantidos em sala de crescimento em
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auséncia de luz, com temperatura de 25°C = 2°C, durante 60 dias, sendo feito a
renovacao do meio a cada 21 dias.

Apbs este periodo, foram testadas 5 concentragcfes de 5-Azac (0 (controle),
0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 uM) adicionadas no meio de multiplicacdo. As culturas foram
mantidas em sala de crescimento em auséncia de luz, com temperatura controlada de
25°C + 2°C, sendo realizadas novas transferéncias a cada 21 dias.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, cuja unidade
experimental foi constituida por 4 placas de Petri por tratamento com 9 calos cada
placa, totalizando 5 tratamentos, com 4 repeticdes cada. As analises morfologicas e a
quantificacdo dos niveis de metilacdo do DNA foram realizadas aos 0, 30 e 60 dias

apos a exposicdo ao agente desmetilante 5-Azac.

Figura 1: Resumo esquematico do procedimento realizado para o experimento de inducao
de embriogénese somatica.

de Picloram

4

Multiplicagao

BAP

0 uM de AzaC 0,5 pM de AzaC 1,0 yM de AzaC 2,0 pM de AzaC 4,0 pM de AzaC

Fonte: Do autor,2019
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Extracdo de DNA

Para a analise de quantificacdo global da metilacdo do DNA, amostras de
calos foram coletadas no periodo de 0 e 60 dias ap0s a exposi¢édo a 5-Azac.

Para extracdo do DNA gendmico foi utilizado o protocolo de extracdo CTAB.
Aproximadamente 150 mg de calos foram macerados em nitrogénio liquido utilizando
o tissuelyser LT (Quiagem Hilden Germany) e transferidos para tubo Eppendorf de 2
mL o qual continha 1 mL de tampéao de extracdo (2% p.v-1 de CTAB; 2,5% p.v-1 de
PVP-40; 2M NaCl; 100 mM tris-HCI pH 8,0; 25 mM EDTA pH 8,0) pré-aquecido a 65°C.
Posteriormente foi adicionado 2% (v.v-1) de B-mercaptoetanol, e a solucédo foi
incubada por 40 minutos a 65°C e depois centrifugada (13,4 g) por 10 minutos.

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e foi adicionado o0 mesmo
volume de cloroférmio: alcool isoamilico 24:1 (v.v-1), seguido de homogeneizacgéo e
nova centrifugacao (13,4 g) por 10 minutos. A fase aquosa foi transferida para um tubo
novo onde foi adicionado 4 pL de RNase A na concentragéo estoque de 100 mg.mL-
1 e incubada a 37 °C por 30 minutos. Para a precipitacédo foi adicionado 240uL de
alcool isopropilico PA gelado e incubado a -20 °C por 1 hora. Apos a precipitacdo o
material foi centrifugado durante 20 minutos (13,4g). Posteriormente, o sobrenadante
foi descartado, o pellet lavado em 400 pL de etanol absoluto e ressuspendido com 30
UL de &gua ultrapura autoclavada. As amostras foram armazenadas a -20 °C. O DNA

gendmico foi quantificado em espectrofotdmetro (Nanodrop® ND-1000).

Digestdo de Acidos Nucléicos

As digestdes de DNA com nuclease P1 e fosfatase alcalina foram realizadas
utilizando 25 pug de DNA em 100 pyL de H20 deionizada, como descrito por Fraga et
al. (2012). Os &cidos nucléicos foram desnaturados por aquecimento a 100°C por 2
minutos e mantidos a 4°C por 5 minutos. Foram adicionados 5 pL de ZnS0O4 a 10 mM
e 10 pl de nuclease P1 (1,0 U.ml-1 em NaOAc 30 mM (pH 5,4)) seguido da agitacao
das amostras e incubacao para a reacéo de digestdo a 37°C por 17 horas. Apos este
periodo, foram adicionados 10 pL de Tris 0,5M (pH 8,3) e 10 pL de fosfatase alcalina
(10 U.mlI-1 em (NH4),S0,2.5 M) aos microtubos, sendo agitados e incubados por 2h
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a 37°C. Por fim, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por 5 min e o
sobrenadante foi armazenado a -20°C até a analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC).

Andlise por HPLC

A anadlise por HPLC / DAD foi realizada em um sistema HPLC Shimadzu,
constituido por duas bombas LC-20AD, desgaseificador DGU-20A3, sistema de
controle CBM-20A, forno de coluna CTO-20A, detector SPD-M20A e amostrador
automatico SIL-20AHT.

Utilizou-se o método de elui¢céo por gradiente com coluna de fase reversa C18
UP-ODS 5um (150 x 4,6mm) a temperatura de 25°C, com comprimento de onda de
276 nm. O volume de injecéo utilizado foi de 5 pL e um gradiente de fluxo de eluigéao
de: 0’a 13- 0,2 mL/min; 13 2 15’ - 0,2 a 0,5 mL/min; 15’ a 30’ - 0,5 mL/min. Para a
separacao cromatografica utilizou como fases moveis a mistura A (Tampao fosfato
(KH2PO4 - 50mM) + 0,2% Trietanolamina) e B (Metanol). As corridas foram
isocréaticas sendo 95% de A e 5% de B.

Os nucleotideos usados como padréo (dATP, dTTP, dCTP e dGTP) e também
o 5mdC foram digeridos por 2 h com fosfatase alcalina (10 U ml-1) e Tris-HCI (0,5 M,
pH 8,3) a 37 °C, para obter os nucleosideos. Os nucleosideos padrdo foram
preparados em H20 deionizada e armazenados a -20 °C. A identificacdo de cada
nucleosideos foi feita pelo tempo de retencéo. A partir das areas dos respectivos picos
nos cromatogramas, foi determinada a concentracdo de 5mdC em relacdo a de
citosina total, dCTP+5mdC. Os dados foram adquiridos e processados com uso do
software LC-Solutions.

RESULTADOS

Inducéo e Multiplicagcao de Calos

Apoés 120 dias da inducao, foram selecionados os calos que apresentavam
uma coloracdo amarela intensa. Estes calos com aspecto friaveis (Figura 3), foram
utilizados como explantes para testar os efeitos das diferentes concentragdes do

agente desmetilante 5-AzaC.



29

Figura 3: Calo de Eucalyptus
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Legenda: Ap6s 60 dias de cultivo em meio de multiplicacéo.

Efeitos dos tratamentos com 5-AzaC na multiplicacdo dos calos

Apés 30 dias de exposicdo dos calos ao agente desmetilante 5-AzaC foi
possivel observar que as concentracfes de 1,0, 2,0 e 4,0 uM foram téxicas aos calos,
levando a oxidacao e posterior necrose dos mesmos (Figura 4 C, D e E). Entretanto,
os calos submetidos a concentracédo de 0,5 uM de 5-AzaC mantiveram alta taxa de
multiplicagéo e mantiveram a coloracdo amarelada (Figura 4 B).

Os calos que necrosaram foram transferidos para meio de cultura livre de 5-
AzaC, no entanto, ndo foi possivel observar resposta de reversdo do processo de
necrose, sendo assim descartados.

Os calos controle (auséncia de 5-AzaC) mantiveram coloracdo amarela apés
0s 60 dias de cultivo.

Aos 60 dias, os calos submetidos a concentragdo de 0,5 pM de 5-AzaC
apresentaram a formacao de calos esbranquicados, com caracteristicas friaveis e alta
taxa de multiplicagéo (Figura 5).

Ambos os tratamentos foram coletados para realizar a quantificagéo global de

metilacdo do DNA.
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Figura 4: Calos de Eucalyptus grandis submetidos aos tratamentos com o agente
desmetilante 5-AzaC, aos 30 dias.

Legenda: A corresponde a 0 uM de 5-Azac, B corresponde a 0,5 pM de 5-Azac, C
corresponde a 1,0 uM de 5-Azac, D corresponde a 2,0 UM de 5-Azac e E corresponde a

4,0 uM de 5-Azac

Figura 5: Calos de Eucalyptus grandis obtidos ap6s 60 dias de exposigdo ao
agente desmetilante 5-AzaC.

",=

Legenda: Meio com auséncia de 5-AzaC (A), e em meio contendo 0,5 uM de 5-AzaC (L1).
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Niveis globais de metilacdo do DNA de diferentes linhagens de Calos

Apés 60 dias de subcultivo, a amostra controle (livre de 5-AzaC) foi analisada
e comparada com a % de metilacao presente no seu DNA no momento de montagem
do experimento. Observou-se uma reducao de 17% dos niveis globais de metilacao,
0S quais apresentaram 38,71% de metilacdo no DNA aos 0 dias, reduzindo para
32,13% de metilacdo aos 60 dias.

Para o tratamento submetido a concentracdo de 0,5 uM de 5-AzaC, aos 60
dias, foi observado 9,11% de citosinas metiladas, monstrando uma diminuicdo de

76,5% dos niveis de metilacdo global, quando comparado com a amostra controle
(Figura 6).

Figura 6: Taxa de metilacédo global dos calos de Eucalyptus grandis, apés 60 dias
de contato com a 5-AzaC, em relacao a citosina total do DNA.

211

Calo Controle Calo Controle L1 &0 dias
Inicial O dias  Final &0 dias

Taxa de Metilaga Global %

DISCUSSAO

Este € o primeiro relato sobre a utlizacdo da 5-AzaC promovendo a
hipometilacdo do DNA em Eucalyptus grandis. A exposi¢éo in vitro de explantes ao 5-
AzaC impede a incorporacdo de grupos metil nas citosinas do DNA, causando a
hipometilacdo do DNA. O papel da metilagdo do DNA na mudanca do estagio de

desenvolvimento e iniciagdo da embriogénese somatica, sugere que pode ser
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possivel iniciar a embriogénese em explantes até entdo recalcitrantes, modificando
experimentalmente seu padrdo de metilagdo com, por exemplo, auxinas ou agentes
hipometilantes (VON-ADERKAS; BONGO, 2000 ). Estudos mostram que culturas
embriogénicas e ndo embriogénicas de Medicago truncatula, quando induzidas na
auséncia de 5-AzaC, mostraram desenvolvimento anormal com ma formacdo de
raizes, mas mantendo a proliferacdo. No entanto, quando as culturas embriogénicas
foram inoculadas em meio de cultura contendo 5-AzaC, formaram-se embrides
somaticos, enquanto a linhagem ndo embriogénica, quando inoculada no mesmo
meio, apresentou oxidacao e morte celular (FRAGA et al., 2012).

Os resultados dos tratamentos de 1,0, 2,0 e 4,0 uM de 5-AzaC demonstraram
um efeito negativo do agente desmetilante na multiplicagcédo de calos, provocando
toxicidade celular seguida de necrose do tecido (Figura 4). Diversos estudos relatam
a utilizacdo do 5-AzaC como aditivo no meio de cultura em varias espécies in vitro,
com resultados diversos.

O efeito de toxicidade celular provavelmente foi causado devido a utilizacao
de altas concentragdes da substéncia, pois 0 5-AzaC foi planejado originalmente para
ser utilizada como uma droga citotoxica. A sua incorporacdo no DNA resulta na
formacdo de ligacdes entre o DNA e a metiltransferase, enzima responsavel pela
metilacdo do DNA, ndo sendo capaz de ocorrer a replicacdo do DNA levando a morte
celular. Entretanto, descobriu-se que uma dosagem baixa do 5-AzaC as ligagOes
formadas sdo degradadas, ocorrendo a restauracdo do DNA e promovendo a
desmetilacdo do DNA por inativacdo da DNA metiltransferase (MCCABE et al., 2009;
STRESEMANN; LYKO, 2008).

Nos estudos citados anteriormente, a faixa de concentragdo de 5-AzaC tem
sido bastante variada (10 a 200 yM). Consequentemente, um efeito dose-resposta
com possiveis efeitos secundarios e toxicidade celular poderia ocorrer
nesses sistemas in vitro, como relatado anteriormente (TEYSSIER et al., 2014).

De acordo com as figuras 6, a concentragédo de 0,5 uM de 5-AzaC testada,
mostrou visivelmente alteragdes dos niveis globais de metilagdo do DNA global. O
tratamento apresentou um calo com caracteristicas mais embriogénicas, aspecto
friavel e estruturas arredondadas, sugerindo que nessa concentracdo o 5-AzaC nao
teve efeitos toxicos a cultura de calos, promovendo assim a desmetilagdo do DNA
(Figura 5).


https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00299-012-1327-8#CR43
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2015.00472/full#B56

33

A reprogramacao e aquisicdo de totipoténcia celular envolve a ativacao de
inimeros genes associados ao novo programa de desenvolvimento e / ou repressao
de genes do programa celular original. A maneira pela qual diferenciar células
vegetais remodelam seu programa de expressdao génica durante a aquisicao da
totipoténcia celular € uma questdo central que envolve a reorganizacao da cromatina
em larga escala (SOLIS et al., 2015).

Estudos mostram que o 5-AzaC facilita e/ou promove a hipometilacdo do DNA
e a descondensacdo da cromatina das células induzindo a reprogramacao, a
aguisicao da totipoténcia e as divisbes do pro-embrido inicial e, consequentemente,
aumentando a eficiéncia do inicio da embriogénese. (ZHENG et al., 2012). Espera-
se gue a hipometilagcdo do DNA em Eucalyptus grandis induzida por 5-AzaC poderia
favorecer a desativacédo do seu programa de expressao génica, ativando assim, um
novo programa de expressdo génica que promova a totipoténcia de uma célula

diferenciadora.

CONCLUSAO

O 5-AzaC induziu a hipometilacdo do DNA em alguns calos de Eucalyptus
grandis quando utilizado na concentracéo de 0,5 uM. Concentracdes mais elevadas

promoveram uma possivel toxicidade celular.
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ARTIGO 2: O INICIO DA EMBRIOGENESE SOMATICA ENVOLVE ACUMULO DE
AUXINAS E HIPERMETILACAO DO DNA EM Eucalyptus grandis.
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RESUMO

A embriogénese somética € considerada uma ferramenta conveniente para
investigar os mecanismos reguladores da formagéo de embrides, sendo um sistema
viavel para procedimentos de regeneracdo in vitro, com muitas vantagens em
espécies lenhosas. No entanto, algumas arvores apresentam recalcitrancia a
embriogénese somatica, e sua eficiéncia permanece muito baixa em muitos casos.
Sendo assim, apesar do claro potencial da embriogénese somatica em programas de
melhoramento, sua aplicacéo € limitada, uma vez que os fatores responsaveis pelo
inicio da embriogénese ainda nao foram completamente elucidados. No presente
trabalho, investigamos alguns fatores celulares envolvidos na mudanca do programa
de desenvolvimento durante a iniciagdo da embriogénese soméatica em E. grandis,
com o objetivo de identificar possiveis marcadores precoces do processo. Os
resultados revelaram que o acumulo de auxinas e a metilagdo do DNA foram induzidos
durante o inicio da embriogénese e estdo diferentemente encontrados em células
embriogénicas. Constituem assim, potenciais marcadores precoces da embriogénese
somatica, representando processos que podem ser interconectados e envolvidos na
regulacdo da reprogramacao celular e do inicio da embriogénese. Estas descobertas
fornecem novos insights sobre 0s mecanismos subjacentes a reprogramacdo de
células vegetais e aquisicdo de competéncia embriogénica, especialmente em
espécies arbdéreas para as quais a informacdo € escassa, abrindo assim a

possibilidade de manipulacédo eficiente da inducédo da embriogénese somatica.

Palavras-chave: Auxina AlA. Epigenética. Histologia.
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ABSTRACT

Somatic embryogenesis is considered a convenient tool to investigate the
regulatory mechanisms of embryo formation, being a viable system for in vitro
regeneration procedures, with many advantages in woody species. However, some
trees present recalcitrance to somatic embryogenesis, and their efficiency remains
very low in many cases. Thus, despite the clear potential of somatic embryogenesis in
breeding programs, its application is limited, since the factors responsible for the onset
of embryogenesis have not yet been fully elucidated. In the present work, we
investigated the main cellular factors involved in the change of the development
program during the initiation of somatic embryogenesis in E. grandis, in order to identify
early markers of the process. The results revealed that auxin accumulation and DNA
methylation were induced during the onset of embryogenesis and differently found in
embryogenic cells, being absent in cells before induction or in non-embryogenic cells
after the onset of embryogenesis. Thus, they are potential early markers of somatic
embryogenesis, representing processes that can be interconnected and involved in
the regulation of cellular reprogramming and the onset of embryogenesis. Therefore,
these findings provide new insights into the mechanisms underlying plant cell
reprogramming and the acquisition of embryogenic competence, especially in woody
species for which information is scarce, thus opening up the possibility of efficient
manipulation of the induction of somatic embryogenesis.

Keyword: Auxin IAA. Epigenetics. Histology.
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INTRODUCAO

As arvores florestais cobrem cerca de 30% da superficie terrestre, fornecendo
combustivel renovavel, madeira e principalmente carvao e celulose (RAMAWAT et al.
2014), A cultura mais amplamente plantada nas regides de clima tropical e subtropical
€ o eucalipto, uma arvore de rapido crescimento, da familia Myrtaceae, nativa da
Australia, Tasmania e ilhas proximas (CORREDOIRA et al., 2015). Os eucaliptos
apresentam uma alta importancia econémica e sao caracterizados por sua rapida taxa
de crescimento e grande producdo de biomassa, capacidade de crescer em uma
grande variedade de ambientes e solos e sua boa qualidade de madeira para a
industria (BROOKER et al. 2014).

Abordagens biotecnologicas como a clonagem, cultura de tecidos para
micropropagacao e engenharia genética, séo utilizadas com o intuito de obter arvores
de eucalipto que possuam uma madeira de melhor qualidade para a industria de
celulose e papel, tolerAncia ao estresse e resisténcia a doencas (GERMANA,;
LAMBARDI, 2016; NAKHOODA; MANDIRI, 2016; LABATE et al. 2008). Apesar do
claro potencial da engenharia genética, esta tecnologia continua indisponivel para a
maioria dos eucaliptos, principalmente devido a auséncia de um sistema efetivo de
regeneracao in vitro (PRAKASH; GURUMURTHI, 2010).

Para o melhoramento florestal, a embriogénese somatica € um sistema
extremamente Util, sendo as suas principais aplicacdes a propagacao em larga escala
de material selecionado, a transformacédo genética e a criopreservacao de genotipos
de elite (CORREDOIRA et al.,, 2017). Embora alguns poucos trabalhos tenham
demostrado a possibilidade de obter embrides sométicos em eucalipto, na maioria
desses relatos, culturas embriogénicas foram iniciadas a partir de embrides zigéticos
obtendo assim um material propagado de valor genético desconhecido, devido a
utilizacao de sementes (PRAKASH; GURUMURTHI, 2010).

A identificacdo de marcadores celulares durante o inicio da embriogénese
somatica constitui um importante objetivo para elucidar os mecanismos envolvidos na
aquisicdo da totipoténcia e inicio da embriogénese, e distinguir, apos a inducgéo, as
células responsivas.

Em varios sistemas de embriogénese somatica in vitro, foi relato o efeito

estimulante de reguladores exdgenos de crescimento de plantas (BARANY et al.,
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2005; RAGHAVAN, 2004). A auxina acido indol-3-acético (AIA), € um regulador
essencial no crescimento e desenvolvimento de plantas, visto controlar processos
celulares como divisdo, expansao e diferenciacédo celular (GRONES; FRIML, 2015;
MOCKAITIS; ESTELLE, 2008). Existem poucos estudos sobre o0s niveis endégenos
deste regulador nos estagios iniciais, ou sobre sua localizacdo enddégena em sistemas
de embriogénese in vitro (RODRIGUEZ-SANZ et al., 2015; PREM et al., 2012). Para
analisar o acumulo de auxinas durante os processos de desenvolvimento celular, o
anticorpo AIA mostrou ser eficiente em varias espécies de plantas (RODRIGUEZ-
SANZ et al., 2014; FORESTAN et al., 2010; KROUK et al., 2010; SCHLICHT et al.,
2006).

A iniciagdo e reprogramacao celular durante a embriogénese somética esta
relacionada com mudancas no programa genético de desenvolvimento celular,
afetando a organizacéo global do genoma, sendo assim, as modificacdes epigenéticas
sao fatores de grande importancia na flexibilidade do genoma (CORREDOIRA et al.,
2017).

No presente trabalho, a fim de caracterizar marcadores precoces de
embriogénese somatica, analisamos as mudancas que ocorrem na organizagao
estrutural celular, o0 acimulo de auxinas enddgenas e a metilacdo do DNA durante o
inicio da embriogénese somética em calos de Eucalyptus grandis, por meio de um
estudo comparativo entre células embriogénicas e ndo embriogénicas. Os achados
deste estudo comparativo entre diferentes células podem fornecer novos insights
sobre os processos celulares que governam a inducédo da embriogénese in vitro em

E. grandis.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

As sementes de E. grandis utilizadas no experimento foram obtidas no viveiro
florestal da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Elas foram desinfestadas em
camara de fluxo laminar com alcool 70% por 30 segundos e hipoclorito de sédio 2,5%
por 25 minutos, sob agitacdo, e posteriormente passaram por triplice lavagem com

agua destilada autoclavada.
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Apés a desinfestacdo, as sementes foram inoculadas em meio sais e
vitaminas MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) (acrescido de 30 g L de sacarose e 4,9
g L de agar). Ap6s 20 dias de cultivo, os hipocétilos foram utilizados como explantes

na inducdo de calogénese.

Inducéo de Calos

Hipocotilos das plantulas de E. grandis foram seccionados em quatro partes
de aproximadamente 2 cm e inoculados em placas de petri contendo 25 mL de meio
de inducdo de calos. Foi testado o meio de cultivo N6 (CHU et al.,, 1975) com

diferentes concentragdes da auxina Picloram (0, 10, 20 e 40 uM) (Tabela 1).

Tabela 1. Tratamentos testados nos meios N6 com diferentes concentracdes de
Picloram.

Meio Tratamentos Auxina mg/L
N6 T1 controle 0,0
T2 10uM Picloram 2,41
T3 20uM Picloram 4,82
T4 40uM Picloram 9,64

Aos 60 dias foi feita a caracterizacdo morfolégica das linhagens dos calos, e
aos 120 e 180 dias foram realizadas as andlises histologicas e de imunolocalizacao.
Para analise estatistica, foi utilizado um delineamento inteiramente
casualizado, cuja unidade experimental foi constituida de 5 placas de Petri por
tratamento com 3 plantas cada, sendo totalizados 15 plantas por tratamento. Foi

utilizado o programa Sisvar para a analise de média.

Analise Histologica

. A fixacdo do material foi realizada em solucdo de FAA 70 (Formaldeido,
Acido Acético Glacial e Etanol 70%) por 24h, seguida por desidratacéo. Este processo
consistiu em passar o material em uma sequéncia crescente de alcool etilico (50%,
60%, 70%, 80%, 90%, 100%), por 60 minutos em cada etapa. Para a infiltracdo e
inclusdo do material em resina, este permaneceu em uma solugéo de historresina com
alcool etilico P.A. durante a noite. A amostra permaneceu por 4h em solucéo pura de

hidroxietilmetacrilato, de onde seguiu para o emblocamento.
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Cortes seriados transversais (5 ym) foram obtidos em micrétomo rotatério
manual, distendidos e aderidos as laminas microscopicas em placa aquecida a 40°C.
Uma parte dos cortes foram corados com azul de Toluidina, seguido da montagem
entre lamina-laminula com Entellan. Parte dos resultados foram registrados em
fotomicroscopio, acoplado a um sistema digital de captura de imagens, e o restante
foi reservado para os ensaios de imunolocalizacdo. Os melhores tratamentos aos 120

dias, foram repetidos aos 180 dias.

Analise de Imunofluorescéncia

As seccdes de resina (5 pm de espessura) foram montadas em laminas e
secas a 40 °C. Foram analisadas 3 amostras representativas de cada etapa.

Os cortes foram lavados em solucdo PBS, para a imunodeteccédo do 5mdC, o
material foi desnaturado com HCI por 45 minutos, e lavado em solucdo PBS. Em
seguida, todos os cortes foram bloqueados com 5% (p/v) de leite em PBS durante 10
minutos, e incubados com os anticorpos primarios anti-AlA e anti-5mdC durante 2
horas. Estes foram diluidos em 1:100 para anti-AlA e 1:50 para anti-5mdC, em solucao
com 2 % de BSA em PBS.

Apos a lavagem em PBS, o sinal foi revelado utilizando sondas moleculares,
anticorpos anti-rato marcados com Alexa Fluor 488, diluidas 1:25 em PBS durante 45
minutos no escuro, conforme descrito por CORREDOIRA et al., 2017). A lamina com
o material foi contrastada com 1 mg/ml de DAPI (4’.6- diamidino-2-phenylindole)
durante 10 minutos, montadas e examinadas.

As analises de fluorescéncia foram realizadas com o microscépio Laser
Confocal LSM780 Zeiss Observer Z.1lutilizando objetiva EC Plan-Neofluar 40x/1.30
Oil DIC M27 e software Zen 2010 pertencente ao Laboratério de Microscopia
Eletronica e Ultraestrutura da UFLA. As observactes dos marcadores de 5mdc e AIA
associados a AlexaFluor 488 foram realizadas utilizando o detector ChS1, Beam
splitter MBS 488 nm, pinhole 34 um, laser Argon 488 nm 10%, Master Gain 540, Digital
Offset 0.0, Digital Gain 1.0, e Filtro de Emisséo para 500 a 550 nm. Para observar o
material genético foi utilizado o marcador DAPI (4’6-Diamidine-2’-phenylindole
dihydrochloride) (VectaShield® H-1200 Vector®), com o detector Chl, Beam splitter
MBS 405 nm, pinhole 29 um, laser Argon 405 nm 20%, Master Gain 300, Digital Offset

0.0, Digital Gain 1.0, e Filtro de Emisséo para 420 a 470 nm. As imagens de campo
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claro foram adquiridas utilizando o detector TPMT ChD, com Master Gain 225, Digital
Offset 0.0, e Digital Gain 1.0.

A quantificacdo relativa de AIA e 5mdc marcados com AlexaFluor488 foi
estimada por meio de intensidade de fluorescéncia (Kask et al., 1999) utilizando
software ImageJ (Analyze/Measure/IntDen).

Os tratamentos que apresentaram melhores resultados aos 120 dias, foram

repetidos aos 180 dias.

RESULTADOS

Inducéo de Calos Embriogénicos

Apos 60 dias de inducao, foi observado que os tratamentos com 20uM e 40
UM de Picloram proporcionaram um namero maior de formacgéo de calos com aspecto
friaveis e de cor amarela, apresentando medias de 39,60% e 19,80%
respectivamente, enquanto que o tratamento contendo 10uM de Picloram apresentou

13,20% de formacéo de calos com as mesmas caracteristicas (Figura 1, Figura 4A).

Figura 1. Média de formacéo de calos amarelos friaveis de Eucalyptus grandis,
apos 60 dias de inducao.
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A presenca de calos amarelo claro com aspecto aquoso foi observado com

maior frequéncia no tratamento com 40 pM de Picloram, cerca de 39,60%. Ja os
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tratamentos com 10uM e 20uM Picloram, apresentaram uma média de 13,20% de
formacéo de calos amarelo claro aquosos (Figura2, Figura 4B).

Figura 2. Média de formacdo de calos amarelo claro aquosos de Eucalyptus
grandis, apos 60 dias de inducéao.
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O tratamento com 10uM de Picloram foi o que proporcionou a maior formacéo
de calos marrons (72,60%), seguidos pelos tratamentos contendo 20uM Picloram
(46,20%) e o tratamento com 40 puM de Picloram a menor porcentagem (39,60%)
(Figura 3, Figura 4C).

Figura 3. Média de formacgédo de calos marrons de Eucalyptus grandis apés 60
dias de inducéo
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Figura 4. Linhagens de calos obtidos de hipocdétilos de E. grandis avaliados apos
60 dias nos meios de indugao.

Legenda: (A) Calo amarelo friavel; (B) calo amarelo claro aquoso; (C) calo marrom.

As analises morfohistolégicas realizadas aos 120 dias apés inducao dos calos
de E. grandis com aspecto friavel e cor amarela, permitiram caracterizar as principais
mudanc¢as na organizacdo celular durante o inicio da inducdo de embriogénese
somatica.

O aparecimento de algumas células meristematicas foi observado no
tratamento contendo 10uM de Picloram, sendo possivel verificar divisdes celulares
com agrupamentos de duas células, porém, com baixa frequéncia (Figura 5A). O
tratamento suplementado com 20uM de Picloram favoreceu um maior ndmero de
divisdo celular, apresentando agrupamentos de duas a quatro células, que exibiam
citoplasmas denso e um nucleo localizado centralmente (Figura 5B). J& no tratamento
contendo 40uM de Picloram foi observado células vacuoladas nas regides mais
externas do calo, enquanto as células mais internas apresentaram caracteristicas
meristematicas, com o nucleo e nucléolo evidente e algumas poucas células em
divisdo (Figura 5C).

Para as posteriores analises histologicas e 0s experimentos de
imunofluorescencia com anticorpo, foram escolhidos os tratamentos que mostraram
maior potencial para uma possivel inducdo de embriogénese somatica, ou seja,

agueles suplementados com 20uM e 40uM de Picloram.
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Figura 5: Secc0Oes transversais de calos amarelo friaveis de Eucalyptus grandis
aos 120 dias, em meio de inducdo de embriogénese somatica.
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Legenda: A: Tratamento N6 contendo 10uM picloram, onde as setas pretas indicam as
divisdes celulares. B: Tratamento N6 suplementado com 20uM picloram, onde as setas pretas
indicam agrupamentos de duas a quatro células. C: Tratamento N6 acrescido de 40uM
picloram, onde as setas brancas indicam as células vacuoladas e as setas pretas indicam as
células meristematicas em divisdao. As barras representam 50uM.

Apos 180 dias de inducdo de calos, foram obtidas diferentes linhagens de
calos nos tratamentos contendo 20uM e 40uM de Picloram. No tratamento
suplementado com 20uM de Picloram, foram obtidas duas linhagens de calos
distintas, denominadas L20.1 e L20.2. A L20.1 (Figura 6A) apresentou a formacao de
calos amarelos intensos, com aspecto friavel e de rapida multiplicacédo, enquanto que
na L20.2 (Figura 6B) foi observado a formacdo de calos com as mesmas
caracteristicas, no entanto, com uma colora¢céo amarelo menos intensa (Figura 6A e
B).

Para o tratamento suplementado com 40uM de Picloram foram obtidas trés
linhagens distintas, sendo separadas como L40.1, L40.2 e L40.3. A linhagem L40.1
(Figura 6C) apresentou a formacédo de calos amarelo intenso, porém com aspecto
aquoso e esponjoso. Na L40.2 (Figura 6D) foi possivel verificar a formacao de calos
de cor amarelo intenso e aspecto friaveis, ao passo que se observou a formacédo de

calos de cor amarelo claro com alguns pontos brancos na L40.3 (Figura 6E).
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Figura 6: Linhagens de calos de Eucalyptus grandis aos 180 dias.

Legenda: A: Calo da linhagem L20.1, com aspecto friavel amarelo escuro. B: Calo obtido
na linhagem L20.2, aspecto friavel amarelo claro. C: Calo da linhagem L40.1, com aspecto
aquoso. D: Calo da linhagem L40.2, com caracteristica friavel. E: Calo da linhagem L40.3,
friavel com algumas regides brancas.

Mediante a analise microscépica, das diferentes linhagens, foi possivel
observar que a L20.1 apresentou células irregulares e nucleo e nucléolo visivel, com
poucas divisbes celulares. As éareas exteriores do calo apresentaram células
vacuoladas sem a presenca visivel de nucleo (Figura 7 A). A L20.2 apresentou células
isodiamétricas com citoplasma denso e nucleo e nucléolo evidente ao centro e poucas
células alongadas na periferia (Figura 7 B). Foi observado células meristeméaticas em
divisdo e a presenca de elementos traqueais, que apresentaram paredes de forma
espiralada, indicado pela coloracdo esverdeada de suas paredes quando coradas com
azul de toluidina (Figura 7 B).

Para a linhagem L40.1 foi observada a formacédo de células isodiamétricas,
com nuacleo e nucléolo visivel e centralizado (Figura 7 C). Em todo o tecido foi
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observado células meristeméaticas em divisdo, agrupamentos de duas a quatro células
e formacéao de préembrides em estagio inicial (Figura 7C).

Presenca de células meristeméticas embriogénicas foram observadas na
L40.2, com nucleo evidente (Figura 7D). Neste local ocorreram muitos agrupamentos
de duas a oito células e a formacao de alguns préembrides em fase mais avancada
(Figura 7H). Ao redor desses agrupamentos, a parede celular apresentou um aspecto
mucilaginoso, 0 que provavelmente causou o isolamento destes agrupamentos das
células que estavam proximas (Figura 7D).

Células vacuoladas sem a presenca de nucleo e com o citoplasma menos
denso foram observadas na parte externa dos calos da L40.3 (Figura 7E). Formacéo
de elementos traqueais, em grande parte do tecido, apresentando paredes de forma
espiralada, indicado pela coloragéo esverdeada de suas paredes quando coradas com
azul de toluidina (Figura 7E).

As analises de imunofluorescéncia controle realizadas, onde se omitiu o anti-
IAA ndo mostraram marcacao sobre qualquer tipo de célula - embriogénica ou nao-
embriogénica - em qualquer estagio de desenvolvimento (Figura 8A, B e C),

suportando a especificidade do sinal de imunofluorescéncia do AlA.
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Figura 7: Andlises microscépicas de calos de Eucalyptus grandis, aos 180 dias, em
meio de inducdo de embriogénese somética.
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Legenda: A: corresponde a inhagem L20.1, a seta preta indica a presenca de celulas
irregulares e vacuoladas. B: calo da linhagem L20.2, onde a seta preta indica elementos
traqueais e a seta branca indica celulas meristematicas em divisdo. C: Calo da linhagem
L40.1, onde a seta preta indica a formagéo de pr6-embrido em estagios iniciais. D:Calo da
linhagem L40.2, as setas pretas indicam o isolamento dos pré-embriGes pelo acumulo de
mucilagem e a seta branca indica os pré-embrides. E: Calo da linhagem L40.3, onde as setas
pretas indicam os elementos traqueais. As barras representam 20uM.

Andlises com anticorpos especificos anti-IAA foi realizada para avaliar as
alteracdes no acumulo de auxina intracelular in situ nos estagios iniciais da inducao
da embriogénese somatica. Apds a inducédo da embriogénese, em amostras de 180
dias, as linhagens L20.1, L20.2 e L40.3 apresentaram um sinal muito baixo de
imunofluorescéncia AlA (Figura 8D, Figura E, Figura l,), com uma frequéncia de 0,146;
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0,061 e 0,167, respectivamente (Figura 6). Leves marcacdes foram observadas no
ndcleo das células da linhagem L40.1, em uma frequéncia de 0,356 (Figura 9).

J& na linhagem L40.2, as células embriogénicas e massas pré-embrionarias
mostraram intensa marcacao com imunofluorescéncia do AlA (Figura 8H), com uma
fluorescéncia de 1,552 (Figura 9). A marcacéo foi localizada no citoplasma e nucleo
das células, enquanto os vacuolos eram negativos (Figura 8G). Apesar de sua
proximidade com células embrionarias, as células ndo embriogénicas ndo mostraram
marcacdo com anticorpos anti-lIAA indicando que a auxina enddgena foi

diferencialmente acumulada em células de desenvolvimento de embrides somaticos.

Figura 8: Localizacdo in situ da auxina (acido indolacético, 1AA) durante a inducdo da
embriogénese somatica, aos 180 dias.
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Legenda: Controle por imunodeplecdo com anticorpo pré-bloqueado; campo claro (A), DAPI
para nucleos em azul (B) e imagem confocal do sinal de imunofluorescéncia IAA em sinal
verde (C). Imagens confocais do sinal de imunofluorescéncia IAA em imagens de contraste
verde das linhagens L20.1(D), L20.2 (E), L40.1 (F), L40.2 (H), L40.3 (1). A marcacdo com DAPI
para 0s nucleos e paredes em azul da linhagem L40.2 (G). As barras representam 20 pum.
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Figura 9: Intensidade de fluorescéncia com anticorpos especificos anti-AlA,
durante a inducéo da embriogénese somatica em Eucalyptus grandis.
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Foi analisado o padréo de localizagéo nuclear do DNA metilado por ensaios
de imunofluorescéncia com anticorpos anti-5-metil-desoxicitidina (5mdC), em
amostras com 180 dias. A analise confocal dos ensaios de imunofluorescéncia de
5mdC mostrou sinais especificos sobre os nudcleos com diferentes padrdes de
distribuicdo e intensidade, dependendo do tipo de célula.

As linhagens L20.1, L20.2, L40.1 e L40.3 apresentaram baixo sinal de
imunofluorescéncia 5mdC (Figura 10D, Figura 10E, Figura 10F, Figura 10 I), com uma
fluorescéncia na frequéncia de 0,037; 0,058; 0,171 e 0,085, respectivamente (Figura
11). Foi observado sinais de imunofluorescéncia de 5mdc de baixa intensidade sobre
a maioria de seus nucleos, com alguns pontos pequenos e brilhantes.

Em contraste, o sinal de 5mdc nos ndcleos e citoplasma das células
embriogénicas da linhagem L40.2 era muito mais alto em todas as células (Figura 11),
com um padrédo de distribuicdo de numerosas manchas intensamente fluorescentes
gue formavam um reticulo espesso em toda a area do nucleo (Figura 10H). Controles

omitindo a auséncia do primeiro anticorpo ndo forneceu nenhum sinal.
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Figura 10:Localizacéao in situ de 5mdC (DNA metilado) durante os estagios iniciais da indu¢ao
da embriogénese somatica, aos 180 dias.

Legenda: Controle por imunodeple¢cédo com anticorpo pré-bloqueado; campo claro (A), DAPI para
nucleos em azul (B) e imagem confocal do sinal de imunofluorescéncia 5mdc em sinal verde (C).
Imagens confocais do sinal de imunofluorescéncia 5mdc em imagens de contraste verde das
linhagens L20.1(D), L20.2 (E), L40.1 (F), L40.2 (H), L40.3 (I). A marcacdo com DAPI para os
nucleos e paredes em azul da linhagem L40.2 (G). As barras representam 20 pm.

Figura 11: Intensidade de fluorescéncia com anticorpos especificos anti-5mdC
durante a inducdo da embriogénese soméatica em calos de Eucalyptus grandis
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DISCUSSAO

Este é o primeiro relato sobre os estudos de acumulacdo de auxina
enddgenas e alteracdes globais na metilacdo do DNA em Eucalyptus grandis, durante
a iniciacdo da embriogénese somatica. Embora tenha sido relatado em outras
espécies lenhosas como Araucaria angustifolia (Bertol.) (FRAGA et al., 2016) e
Quercus alba (CORREDOIRA et al., 2017), essas informacdes sdo pioneiras para a
espécie de eucalipto. Os resultados sé@o de particular relevancia, uma vez que foram
obtidos em uma espécie lenhosa, extremamente recalcitrante a embriogénese in vitro.

Foi utilizado a auxina Picloram foi necessario para a inducao de embriogénese
somatica em E. grandis, com o objetivo de estimular seu duplo papel durante a
iniciacdo da embriogénese somatica, funcionando como um sinalizador de auxina ou
sendo um componente de estresse que também altera o contedudo enddgeno das
auxinas (FEHER, 2006; JIMENEZ, 2005).

A resposta embriogénica do E. grandis foi estimulada em meio de inducgdo
contendo 20uM e 40uM de Picloram. Essa auxina também foi utilizada para a indugao
de embrides somaticos em eucalipto utilizando regides cotiledonares de embribes
zigoticos cultivados em meio contendo 50 yM de Picloram ou 100 uM de acido
indolbutirico. No entanto a resposta embriogénica ocorreu em uma frequéncia muito
baixa (1,3%). Em outro trabalho, quando se utilizou dosagens menores de Picloram
(40 puM) foi observado uma indugao mais satisfatéria (68%) da embriogénese somatica
em E. globulus (CORREDOIRA et al., 2015).

A presenca de uma camada de revestimento de mucilagem ao redor das
estruturas de eucalipto embriogénicas geradas em meio contendo 40 uM de Picloram
apresenta grande relevancia, jA que essa camada de mucilagem nao foi observada
qguando culturas embriogénicas foram induzidas em meio contendo 10 e 20 uM de
Picloram, nem foi observado em culturas embriogénicas de E. globulus oriunda de
embrido zigdtico ( PINTO et al. 2008 , 2002 ). No entanto, Bandyopadhyay e Hamill
(2000) observaram que os embrides somaticos de E. nitens pareciam completamente
envolvidos em um revestimento fino, estratificado e transllicido que ndo aparentava
ser celular por natureza.

Da mesma forma, o revestimento mucilaginoso, composto que apresenta um

papel protetor e nutritivo, é sugerido para o revestimento em torno de estruturas
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embriogénicas produzidas nas culturas de eucalipto em meio suplementado com
Picloram 40 uM (PINTO et al., 2008, 2002.

Os resultados revelaram mudancas especificas ha acumulagédo enddgena de
auxinas e metilacdo global do DNA, em calos de eucalipto induzidos pela agcéo da
auxina Picloram. Apesar de alguns relatos prévios de rearranjos celulares associados
a progressdao da embriogénese in vitro em espécies herbaceas (FEHER, 2015;
SMERTENKO; BOZHKOV, 2014; EL-TANTAWY et al, 2013; TESTILLANO;
RISUENAO, 2009; FORTES et al., 2002), sdo escassas informacdes sobre plantas
lenhosas (RAMIREZ et al., 2004, 2003; RODRIGUEZ-SANZ et al.,2015)

Os ensaios de imunofluorescéncia de auxina mostraram o acumulo de auxina
enddgena em células embriogénicas apos a inducgéo (Figura 5). O funcionamento das
auxinas depende da sua distribuicdo diferencial nos tecidos vegetais, que é regulada
essencialmente pela sua biossintese local e seu transporte diferencial entre as células
(PETRASEK; FRIML, 2009). O equilibrio entre o estresse e o transporte leva as
maiores concentracdes de auxina para determinadas regibes da planta, como
meristemas apicais, meristemas radiculares e locais de iniciacdo de raizes laterais
(PRASAD; DHONUKSHE, 2013).

Estudos recentes em embriogénese somatica do microsporo de B. napus
mostraram presenca de acumulacdo de auxina nas células embrionarias desde os
estagios iniciais. Foi proposto que a biossintese de auxinas foi ativada com a
reprogramacdo de microsporos e iniciacdo da embriogénese (RODRIGUEZ-SANZ et
al., 2015; PREM et al., 2012).Em estudos com Arabidopsis, a sinalizacdo de auxina
foi detectada em células embrionarias, entre o estagio de duas e oito células
(ROBERT et al., 2013; MOLLER; WEIJERS, 2009). Os presentes resultados sobre o
acumulo de auxina durante a inducdo de embriogénese soméatica sao consistentes
com a distribuicdo da sinalizacdo de auxina durante a embriogénese zigoética
(RADEMACHER et al., 2012), embriogénese do microsporo (RODRIGUEZ-SANZ et
al., 2015, 2014; PREM et al., 2012) e embriogénese foliar (CORREDOIRA et al.,
2017). Eles também indicam que tanto a embriogénese somatica quanto a
embriogénese dos microsporos seguem um padréo similar ao da embriogénese
zigotica.

A biossintese da auxina esta diretamente relacionada a divisdo celular e
tecidos em desenvolvimento. Pesquisas mostraram que a auséncia de auxina causa

perda celular em células de suspensédo e cultura de tecidos de diversas espécies
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(ADAMOWSKI; FRIML, 2015; SCHALLER et al., 2015; CHEN et al., 2014; PERROT-
RECHENMANN, 2010; HIMANEN et al., 2002). As células embriogénicas, sao células
totipotentes, que podem adquirir uma nova reprogramacéo celular e iniciar a
embriogénese, que € uma via de desenvolvimento que comeca com a proliferacdo
celular. Portanto, o presente estudo mostrando acumulo diferencial de auxina em
células embriogénicas indicam que a biossintese de auxinas endoégenas pode estar
envolvida na ativagdo da proliferacdo celular, como um dos eventos iniciais apds a
mudanca do programa embriogénico.

A aquisicdo da totipoténcia celular através da diferenciacdo de células
vegetais é acompanhada pela remodelacdo de programas de expressao génica que
certamente envolve reorganizacdo em larga escala da cromatina (TESSADORI et al.,
2007). Os padrdes de nivel e distribuicdo da metilacgdo do DNA mudam durante a
diferenciacdo e proliferacdo de células vegetais, assim como outras marcas
epigenéticas. Mudancas na metilacéo global do DNA foram descritas na regulacao de
programas globais de expresséo génica (KOHLER; VILLAR, 2008).

O presente estudo mostrou padrdes de distribuicdo de metilacdo do DNA
durante a inducéo da embriogénese somatica em E. grandis, sendo possivel observar
gue osresultados de imunofluorescéncia de 5mdC revelaram um aumento na
metilacdo global do DNA nas células embriogénicas.

Alguns relatos em espécies de arvores mostraram que altos niveis de
metilacdo do DNA estavam associados a capacidades morfogénicas e embriogénicas
(NIC-CAN et al., 2015). Em Daucus carota , uma hipermetilacao transitéria do DNA foi
encontrada durante a inducédo de embriogénese somatica (LOSCHIAVO et al., 1989).
Nos estagios iniciais da embriogénese em Cucurbita pepo, um aumento na metilagéo
do DNA também foi relatado (LELJAK-LEVANIC et al., 2016)

Os resultados aqui apresentados sdo consistentes com esses relatos e
revelaram pela primeira vez em E. grandis que a metilacdo do DNA é induzida com o
inicio da embriogénese somatica, também ilustrando que a reprogramacao
epigenética acompanha a mudancga de desenvolvimento do programa de células de

calos.



56

CONCLUSAO

Os dois fatores aqui relatados — acumulo de auxina e hipermetilacdo do DNA
— foram especificamente encontrados em células embriogénicas. No presente relato,
essas duas caracteristicas foram identificadas pela primeira vez durante a inducao de
embriogénese em calos de E. grandis e podem ser usados como marcadores

precoces de células com potencial embriogénico.
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