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RESUMO

Os bambus sdo plantas de multiplos usos e apresentam importancia social, econdmica e
ambiental. Entretanto, plantas deste grupo taxondmico sdo consideradas de dificil propagagao
e o uso de métodos biotecnologicos de cultivo in vitro se mostram essenciais para a propagagao
e conservacao dos bambus. Dentre as rotas morfogenéticas in vitro, a embriogénese somatica
(ES) corresponde a menos compreendida e estudada até o momento, como protocolos descritos
para apenas aproximadamente 30 espécies das mais de 1600 catalogadas. Para Guadua
chacoensis, um bambu lignificado pertencente ao género de maior importancia economica das
Américas, ndo existem protocolos de ES reportados. Assim, essa tese teve por objetivo
descrever e caracterizar o processo de ES e de criopreservagdo de G. chacoensis utilizando
abordagens morfoanatomicas e bioquimicas. Os resultados evidenciaram que o uso de explantes
pré-tratados com estiolamento (mantidos no escuro), 400 uM de Picloram e originados da
regido basal resultaram em 87,5% de indugdo de calos e que as doses de Picloram utilizadas ao
longo do processo de ES tem influéncia direta na gera¢do das respostas, uma vez que a redugao
e remocdo de Picloram permitiu a formacdo de culturas embriogénicas e maturacdo,
respectivamente. Durante a fase de multiplicacdo, duas morfologias de culturas foram geradas:
compactas e nodulares e fridveis e granulares, sendo as primeiras morfoanatomicamente
caracterizadas como culturas embriogénicas (EC), por apresentarem células com citoplasma
denso e embrides em estrutura globular e as segundas como culturas ndo embriogénicos (NEC),
por apresentarem células alongadas, vacuoladas e sem formacdo de estruturas organizadas.
Apenas as ECs foram capazes de maturar, entretanto, ndo foi alcancada a regeneragado de plantas
no presente trabalho. A caracterizagdo bioquimica de EC e NEC revelou um aumento nos
conteidos de espermidina, arginina, metionina, maltose e manose em EC, sugerindo um
possivel envolvimento destas moléculas com a resposta embriogénica. A analise de protedmica
comparativa de EC versus NEC permitiu a identificagdo de 855 proteinas, sendo 129 up- e 136
down-reguladas em EC. Os resultados sugerem o envolvimento de algumas classes de proteinas
com a resposta embriogénica de G. chacoensis incluindo proteinas de resposta a estresse, de
detoxicagdo, ribossomais e translacionais, do metabolismo de carboidratos, de formacao de
parede e de sinalizacdo celular. EC apresentaram também aumentos na atividade de superdxido
dismutase e guaiacol peroxidase, sugerindo que a ativacdo de mecanismos de defesa contra
espécies reativas de oxigénio parece ser fundamental para a manuten¢do da homeostase celular
e geragao de resposta embriogénica. As EC se mostraram como uma boa fonte de materiais
para o estabelecimento de suspensoes celulares e, a partir destas, estabeleceu-se um protocolo
de criopreservagao, representando uma importante alternativa de conservagao in vitro para esta
espécie de bambu. Por fim, pode-se concluir que esta tese gerou resultados consistentes,
descreveu e caracterizou um protocolo de ES e de criopreservacao de G. chacoensis e explorou
o envolvimento de poliaminas, aminodcidos, carboidratos, proteinas e enzimas antioxidantes
com a resposta embriogénica, gerando importantes avangos para a cadeia produtiva e
conservacao de G. chacoensis.

Palavras-chave: bambu; morfoanatomia; bioquimica; protedmica; enzimas antioxidantes;

criopreservagao.



ABSTRACT

Bamboos are multiple-purpose plants that present social, economic, and environmental uses.
However, they are considered plants of difficult propagation, and biotechnological approaches
are essential for both the propagation and conservation of bamboo. Among the morphogenetic
in vitro routes, somatic embryogenesis (SE) is considered the least understood and studied until
now, presenting protocols for only approximately 30 species from more than 1600 already
identified. For Guadua chacoensis, a lignified bamboo belonging to one of the genres of great
importance in the Americas, to the best of our knowledge, no studies have been reported,
emphasizing the importance of further studies. The present thesis aimed to describe and
characterize the SE and cryopreservation of G. chacoensis through morphoanatomical and
biochemical approaches. The results showed that the use of pre-treated etiolated explants (kept
in the constant dark), 400 uM of Picloram, and basal region represents the best combination for
callus induction, reaching 87,5% of induction. We observed that the use of different picloram
concentrations directly influences SE-generated response, since the reduction and removal of
picloram were necessary for embryo formation and maturation, respectively. During the
multiplication phase, two cultures’ morphology was observed: compact and nodular and friable
and soft, whereas the first was morphoanatomically characterized as embryogenic culture (EC),
since presents cells with dense cytoplasm and embryos in the globular stage, and the second
was identified as non-embryogenic culture (NEC), showing elongated and vacuolated cells
without the formation of any structure. Only EC was able to maturate, however, we did not
achieve plant regeneration in the present study. Biochemical characterization of EC and NEC
showed an increase in the content of spermidine, arginine, methionine, maltose, and mannose
in EC, suggesting a possible involvement of these molecules with the embryogenic response.
Comparative proteomic analysis of EC versus NEC identified 855 proteins, 129 up- and 136
down-regulated in EC. Moreover, our results imply that some classes of proteins seem to be
associated with the embryogenic response of G. chacoensis, including proteins related to stress
response, detoxication, ribosomal and translational process, carbohydrate metabolism, cell wall
formation, and signaling transduction. EC presented an increase in the activity of superoxide
dismutase and guaiacol peroxidases, suggesting that the activation of the defense response
mechanism against reactive oxygen species seems to be essential for keeping cell homeostasis
during the generation of an embryogenic response. Cell suspension culture was established by
using EC as source material and was used for the establishment of a cryopreservation protocol,
representing an important alternative for in vitro conservation of this bamboo specie. In
summary, this thesis described and characterized SE and cryopreservation protocols and
showed the involvement of polyamines, amino acids, carbohydrates, proteins, and antioxidant
enzymes with the embryogenic response, generating important advances for the production
chain and conservation of G. chacoensis.

Keywords: Somatic embryogenesis; bamboo; morphoanatomy; biochemical; proteomics;
antioxidant enzymes; cryopreservation
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1. JUSTIFICATIVA E ANTECEDENTES

Duas rotas morfogenéticas in vitro podem ser utilizadas na micropropagacao de
bambu: a organogénese e a embriogénese somatica (ES). A ES representa um método robusto
e confiavel, que permite a propagacao clonal com menores custos, mao-de-obra e tempo, além
de representar uma forma de conservagao de bambus. Para os bambus que sao plantas de dificil
propagacdo e que apresentam produgdo irregular de sementes, métodos de cultivo in vitro
representam uma excelente alternativa para a sua propagagdo em larga escala.

A fim de identificar e auxiliar na superacao dos gargalos cientificos e tecnoldgicos da
cadeia produtiva de bambus, desde 2013 diferentes estudos e estratégias de micropropagagao
de espécies de bambus importantes para a regido sul foram desenvolvidos no ambito do projeto
intitulado “Tecnologias para o desenvolvimento sustentavel da cadeia produtiva do bambu no
sul do Brasil" (Chamada MCTI/ Ag¢do Transversal/ CNPq N.° 66/2013), sob coordenagdo do
Professor Dr. Miguel Pedro Guerra. Diversos trabalhos foram gerados como resultado deste
projeto, majoritariamente com protocolos de organogénese. Entretanto, para a ES a necessidade
de estudos ¢ iminente, uma vez que poucas sdo as espécies com protocolos estabelecidos, sendo
a maioria dos géneros Bambusa, Dendrocalamus e Phyllostachys e, ainda, poucos sdo os
estudos relacionando aspectos morfoanatomicos, bioquimicos e moleculares ao processo de ES
de bambus.

Assim, a presente tese teve como objetivo descrever e caracterizar os processos de ES
e de criopreservacdo de Guadua chacoensis utilizando abordagens morfoanatomicas e

bioquimicas.

1.1 BAMBUS: CLASSIFICACAO BOTANICA E ESPECIE DE ESTUDO

Bambus sdo plantas extraordindrias conhecidas como o ouro verde da floresta,
apresentando-se como uma importante fonte renovavel para a producao de papel, combustiveis,
industria téxtil, madeira, madeira compensada, constru¢do civil, artesanato, bem como
alimentos (THAPA et al., 2018). Pela sua diversidade de usos os bambus também sao plantas
de multiplos usos (CLARK; LONDONO; RUIZ-SANCHEZ, 2015), que também pode ser

utilizada na mitigacdo das mudancas climaticas uma vez que sdo capazes de sequestrar o
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carbono atmosférico de forma igual ou superior a taxa observada em arvores de crescimento
rapido (LOU et al., 2010).

Os bambus (subfamilia Bambusoideae) correspondem ao terceiro maior grupo da
familia das gramineas (Poaceae), apresentando cerca de 1670 espécies identificadas no mundo
(SORENG et al., 2017). Estas espécies sao agrupadas em 3 tribos e 125 géneros com base em
suas caracteristicas moleculares e morfologicas: Arundinaricac - bambus lignificados
temperados (581 espécies; 31 géneros), Bambuseae - bambus lignificados tropicais (966
espécies; 73 géneros), e Olyrea - bambus herbaceos (123 espécies; 21 géneros) (KELCHNER;
BPG, 2013; CLARK; LONDONO; RUIZ-SANCHEZ, 2015; SORENG et al., 2017).

Eles apresentam distribuicao global (Figura 1), com excecao da Antartica e Europa e
difundem-se tanto em zonas tropicais como subtropicais, podendo habitar deste areas de
florestas do tipo temperadas deciduais, de planicie tropicais, de coniferas até areas montanhosas
e umidas (AKINLABI; ANANE-FENIN; AKWADA, 2017). A maior biodiversidade de
bambus esta na Asia-Pacifico seguido da América do Sul, a qual compreende cerca de 40% das

espécies de bambus identificadas no mundo (KELCHNER; BPG, 2013; BASAK et al., 2021).

Figura 1. Distribuicao global dos bambus no hemisfério Oeste - Américas, Eurésia,
Austrélia e Africa.

. Western Hemisphere Australasia
Eurasia including Africa (Mediterranean) . Africa

Fonte: BASAK et al., (2021).

O Brasil ¢ um dos paises com maior ocorréncia natural de bambus das Américas
apresentando cerca de 258 espécies identificadas divididas em 35 géneros, e destas espécies
165 sdo endémicas, bem como 17 géneros, sugerindo um alto grau de endemismo. Na regido

Sul sdo encontradas 63 espécies de bambus, sendo 45 endémicas, enquanto no estado de Santa
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Catarina foram catalogadas um total de 44 espécies, das quais 36 sdo endémicas (35 da tribo
Bambuseae e 1 da tribo Olyreae) (GRECO; PINTO; TOMBOLATO, 2015).

A tribo Bambuseae compreende os bambus lignificados neotropicais, incluindo as
subtribos Arthrostylidiinae, Chusqueinae e Guaduinae, no qual estdo inseridos os bambus com
ocorréncia natural entre o0 México, América Central e América do Sul (CLARK; LONDONO;
RUIZ-SANCHES, 2015). Dentre da subtribo Guaduinae, encontram-se o género Guadua, que
corresponde ao género com maior importancia econdmica direta das Américas (CLARK;
LONDONO; RUIZ-SANCHES, 2015), compreendendo aproximadamente 38 espécies de
bambus lignificados os quais podem alcangar 30 metros de altura e 20 centimetros de didmetro,
sendo os maiores bambus da América tropical (AKINLABI; ANANE-FENIN; AKWADA,
2017).

Dentro deste género esta a espécie alvo desta tese, o0 Guadua chacoensis (Figura 2a,
b), uma espécie de bambu naturalmente encontrada na Argentina, Paraguai, Bolivia e Brasil, e
com distribuicao no Brasil nos 3 estados do Sul: Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana,
no Sudeste, no estado de Sdo Paulo e no Centro Oeste, no Mato Grosso do Sul (Figura 2c)

(LONDONO; PETERSON, 1992; SHIRASUNA et al., 2020).

Figura 2. Guadua chacoensis. a) destaque para os colmos; b) destaque para a altura da
planta; c) distribuicdo da espécie no Brasil.

/is . .
7 ) ' P

Fonte: autora (a, b) e SHIRASUNA et al., 2020 (c).
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1.2 EMBRIOGENESE SOMATICA

A embriogénese somatica (ES) ¢ resultado de uma complexa reprogramagao genética
e de sinalizagdo celular (MENDEZ-HERNANDEZ et al., 2019). Neste processo, células
mesmo que ja diferenciadas, ao receberem os estimulos adequados, tais como adi¢do de
reguladores de crescimento ou inducdo de estresse, se tornam competentes, readquirindo a
totipoténcia e passam entdo a ter a capacidade de desenvolver embrides somaticos (FEHER,
2008; WOJCIK; WOJCIKOWSA; GAJ, 2020). Embora ela seja conhecida como a verdadeira
expressao da totipoténcia em plantas, ¢ importante enfatizar que as células s6 sdo capazes de
expressar a totipoténcia quando recebem os estimulos adequados (FEHER, 2019).

Esta rota morfogenética se apresenta como uma ferramenta fundamental para a
propagacdo clonal em larga escala, bem como para o melhoramento genético, para a
preservacao de germoplasma, por meio da criopreservagdo e para a producdo de sementes
sintéticas (NIC-CAN et al., 2016) (Figura 3). Além disso, a ES apresenta vantagens em relagao
a organogénese pois permite a producdo de muitos embrides em um espago reduzido e com
menores chances de contaminagio dos materiais (JIMENEZ, 2001). Do mesmo modo, a ES é
uma excelente ferramenta para a realizagdo de estudos nas mais diferentes areas de
conhecimento, uma vez que compreende variacdes fisiologicas, morfoanatdmicas, bioquimicas,

genéticas e moleculares (MENDEZ-HERNANDEZ et al., 2019) (Figura 3).

Figura 3. Aplicacdes da embriogénese somatica.

r SOMATIC
EMBRYOGENESIS
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Integration
to breeding programs and
genetic engineering

Fonte: POLESI et al. (2021).
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Embora ja se tenham diversos estudos com a ES, ela ainda corresponde a uma das rotas
mais investigadas e menos entendidas até o momento (FEHER, 2015). Para os bambus, esta
rota continua sendo a menos explorada, apresentando protocolos para menos de 30 espécies de
bambus, em sua maioria dos géneros Bambusa ¢ Dendrocalamus (POLESI et al., 2021),
demonstrando a importancia de novos estudos.

A regeneracao de plantas por meio de ES envolve multiplos passos, incluindo: a)
inducdo de calos (rota indireta) ou de culturas embriogénicas (rota direta), no qual o uso de altas
concentragdes de auxina e de diferentes condigdes de estresses, incluindo a excisdo do explante,
estimulam a desdiferenciacdo, expressao da totipoténcia e/ou definicdo do destino celular das
culturas; b) proliferacdo ou multiplicacdo das culturas embriogénicas, em geral utilizando
concentragdes reduzidas de auxina; ¢) maturagdo dos embrides somaticos, por meio do cultivo
em meio de cultura sem adi¢do de fitorregulares ou suplementado com ABA e potencial
osmotico reduzido; d) conversdo dos embrides e desenvolvimento das plantulas (VON

ARNOLD et al., 2002).

1.2.1 Fatores que afetam a etapa de inducio da ES

Na fase da indu¢do da ES a composi¢cdo do meio de cultura, os tipos e concentragdes
de fitorreguladores, o tipo de sec¢ao/excisdo realizado no explante, bem como outros tipos de
estresse sdao fatores determinantes para a ativacdo das cascatas de sinalizacdo e de
reprogramacio genética que levam a resposta embriogénica (MENDEZ-HERNANDEZ et al.,
2019).

Quanto a concentragdo de fitorreguladores no meio de cultura, o uso de uma auxina
forte parece estar relacionado com a geragdo de resposta embriogénica por pelo menos dois
motivos: 1) funciona como um estressor; 2) agem alterando os niveis endogenos da auxina
acido 3- indolacético (IAA) (NIC-CAN et al. 2016; WOJCIK; WOJCIKOWSKA; GAJ, 2020).
Altas doses de auxina exdgena parecem ser responsaveis pela inativacdo e degradacdo do
complexo Auxina/Acido 3-indolacético (Aux/IAA), conhecido como um repressor da
biossintese da auxina, por meio da ligacao deste ao complexo SCF e posterior degradagao no
proteassoma 26S. Com a degradag¢do do inibidor, os fatores de transcri¢do relacionados com a

biossintese de auxina, conhecido como Auxin Resposive Factors (ARFs) se tornam ativos e sdo
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capazes de se ligar a genes-alvo promotores do processo de embriogénese somatica (NIC-CAN
et al. 2016; LI et al. 2016; WOJCIK; WOJCIKOWSKA; GAJ, 2020).

Além da ativagdo da biossintese de auxina, que ocorre pela ativagao de genes YUCCA,
a expressdo de transportadores de auxina, tais como PIN 1, também se mostra essencial para o
estabelecimento do gradiente polar de auxina e para a ativacao da expressdao de Wuschel (WUS)
e dos fatores de transcricdo relacionados a ele, os WUS-related Homeobox 5 (WOXS5)
(JIMENEZ et al. 2001; FEHER, 2019; WOICIK; WOJCIKOWSKA; GAJ, 2020). Sabe-se,
porém, que apos a ativagdo da biossintese de auxina endégena, a reducdo na concentragdo ou
mesmo remogao total da auxina no meio de cultura é fundamental para a posterior formagao
dos embrides somaticos (FEHER, 2019).

Em relacdo ao uso de excisdo do explante, dentre as varias metodologias empregadas
se destaca a técnica de TCL (do inglés thin cell layer), que corresponde a uma camada fina de
tecidos que podem ser oriundas de diferentes 6rgaos de plantas, incluindo partes florais,
rizomas, raizes, caules, regides apicais, entre outros (VAN, 2003). Seu uso ja foi reportado para
espécies de bambus dos géneros Bambusa (JULLIEN; TRAN THANH VAN, 1994) e
Dendrocalamus (NHUT; DA SILVA; VAN LE; 2005), entretanto, nenhum trabalho foi
relatado na literatura para bambus do género Guadua, representando uma possibilidade de
estudo inédita com a espécie alvo deste trabalho.

O uso de pré-tratamentos dos explantes com estiolamento (desenvolvimento na
auséncia de luz) também tem se mostrado como uma boa fonte de estresse, benéfico na resposta
embriogénica da Pteridophyta Cyathea delgadii MIKULA et al., 2015; GRZYB et al., 2017).
Estes autores mostraram que embrides somaticos s6 foram gerados quando se fez o uso de
estiolamento e ainda que esta resposta parece estar relacionada com os conteudos endogenos
de carboidratos e hormonios. Segundo GRZYB et al. (2017), explantes estiolados apresentavam
menor conteido de ABA, hexoses e sacarose, € maiores contetidos de citocininas € auxinas,
sugerindo que este perfil pode ser benéfico na inducdo de ES. Desta forma, frente as evidéncias
dos beneficios do uso do estiolamento e levando-se em conta que ja estdvamos realizando
estudos relacionando ao uso de estiolamento na organogénese de G. chacoensis (POLESI et al.,
2019), ficou iminente a possibilidade de se aplicar o estiolamento em colmos pré-estabelecidas

in vitro e entdo induzir ES por meio da técnica de TCL.
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1.3 ASPECTOS BIOQUIMICOS RELACIONADOS A ES

A ES ¢ resultado de uma complexa reprogramacgao genética e de sinalizacao celular,
envolvendo diversas modificagdes a niveis bioquimicos € moleculares. Através da investigacao
do conteudo de hormdnios, poliaminas, aminoacidos, carboidratos, atividade de enzimas do
sistema antioxidante e protedmica de culturas embriogénicas (EC) e culturas ndo embriogénicas
(NEC) torna-se possivel compreender como estas moléculas podem estar relacionadas tanto
com a aquisi¢ao da competéncia embriogénica como com as diferentes etapas de formagao dos
embrides, sendo estes estudos de grande valia para um maior entendimento da rota

morfogenética da ES.

1.3.1 Poliaminas

Poliaminas (PAs) sdo pequenas moléculas alifaticas formadas por dois ou mais grupos
de aminas, presentes em todos os organismos vivos, sendo a putrescina (Put), a espermidina
(Spd) e espermina (Spm) as trés formas de PAs comumente encontradas em plantas
(MUSTAFAVI et al, 2018; RAKESH; SUDHEER; NAGELLA, 2021). Elas estdo
relacionadas com uma variedade de processos bioldgicos e fisioldgicos, uma vez que suas
moléculas de natureza policatidnica, sdo capazes de se ligar a moléculas anionicas, tais como
acidos nucleicos (DNA e RNA), proteinas, e fosfolipidios de membrana e assim regulam a
sintese de proteinas e DNA, expressdo génica, estabilizagdo de membranas, divisdo celular,
entre outros (CHEN et al., 2019).

A concentracdo e o tipo de PAs ¢ varidvel ao longo das diferentes espécies e dos
estagios de desenvolvimento, sendo que a quantidade de poliaminas presentes nas células ¢
regulada pela homeostase entre biossintese, interconversao, catabolismo e interagdo com outras
rotas metabolicas (Figura 4). Sua biossintese pode ocorrer por meio de duas rotas: a direta, por
meio da arginina descarboxilase (ADC) e a indireta por meio da ornitina descarboxilase (ODC).
Em ambas as rotas a Put (diamina) corresponde a primeira poliamina formada, e esta serve
como precursor para a formagdo de Spd (triamina) e Spm (tetraamina). A formagao de Spd
ocorre por meio da adi¢cdo de um grupamento amino - produzido pela descarboxilacao da S-
adenosil-metionina (SAM) pela S-adenosil-metionina descarboxilase - a Put por meio da acao

de espermidina sintase, e Spm ¢ gerada pela adicdo subsequente de uma amina a Spd pela
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espermidina sintase (MUSTAFAVI et al., 2018). O catabolismo de poliaminas ocorre por meio
da atividade enzimatica de aminas oxidases e gera como produtos Acido gama-aminobutirico
(GABA), Peroxido de Hidrogénio (H202) e 6xido nitrico (NO). Além disso, a rota de biossintese
de PAs parece estar diretamente correlacionada com outras rotas metabolicas, incluindo: a)
aminodcidos, uma vez que a arginina, ornitina € metionina sdo precursores da sua biossintese e
indiretamente na sintese de prolina e glutamina; b) hormonios, interagindo na rota de
biossintese do etileno; c) ciclo de ureia, entre outros (WUDDINEH; MINOCHA; MINOCHA,
2018).

Estudos anteriores de quantificacio de PAs ao longo do processo de ES tem
demonstrado o envolvimento destas moléculas durante a resposta embriogénica. Enquanto a
Put parece estar relacionada com as etapas iniciais de divisdo celular, a Spd e Spm sdo
geralmente associadas com o crescimento dos embrides e germinagdo (RAKESH; SUDHEER;
NAGELLA, 2021). Entretanto, o balango entre os niveis de PAs ¢ bastante varidvel em
diferentes espécies, sendo encontrado, por exemplo, aumento dos niveis de Spm associados
com a competéncia embriogénica de cana-de-agucar (SILVEIRA et al., 2013), enquanto para a
Pupunha a resposta embriogénica estd associada com a reducdo nos niveis de PAs
(NASCIMENTO-GAVIOLI et al., 2017). Ademais, estudos tem reportado que a razao de Put/
Spd+Spm também parece estar relacionado com a resposta embriogénica (NASCIMENTO-
GAVIOLI et al.,, 2017). A presenca de diferentes respostas nos niveis de poliaminas em
diferentes espécies demonstram a importancia da quantificagdo dos contetidos endogenos de

poliaminas no processo de ES de G. chacoensis.



Figura 4. Rotas de biossintese, catabolismo e anabolismo de PAs bem como sua
interagao com outras rotas metabolicas.
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1.3.2 Aminoacidos

Os aminoacidos (AA) correspondem a uma categoria de moléculas fundamentais para
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as c€lulas que atuam tanto na biossintese de proteinas como na sintese de diferentes

componentes do metabolismo primario e secundario essenciais para o crescimento das plantas

(GALILI; AMIR; GALILI, 2008; HILDEBRANDT et al., 2015).

A biossintese dos AA em plantas parece ser dependente da disponibilidade de

nitrogénio (N), carbono inorganico (C) e enxofre, sendo que a quantidade de AA livres

disponivel ¢ diretamente

influenciada pelo biossintese de proteinas

(Figura 5a)

(HILDEBRANDT, 2018). Ademais, a abundancia de AA e proteinas parece variar de acordo

com as diferentes etapas de desenvolvimento das plantas (Figura 5b). Durante a germinagao,

proteinas de reserva sao degradas em AA que sdo utilizadas para a sintese de novas proteinas.

Ja em células em crescimento ativo espera-se um aumento da biossintese de AA e de proteinas

e uma reducdo da degradacdo destes. Em células adultas espera-se uma homeostase entre a

biossintese e degradac¢do de AA e proteinas e, inversamente, em células sob condi¢des extremas
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de estresse ou ainda em estdgio de senescéncia observa-se um aumento na degradagdo de
proteinas e de AA (HILDEBRANDT et al., 2015) (Figura 5b).

Aspartato, asparagina, glutamina e glutamato sao considerados AA centrais, atuando
como precursores na biossintese dos demais, bem como no transporte de N entre fonte e dreno,
no balanco de N em relacdo ao C e na producao de metabolitos correlacionados ao estresse, tais
como prolina, poliaminas e acido gama-aminobutirico (GABA) (GALILI; AMIR; GALILI,
2008). Outros AA, tais como a prolina, triptofano, metionina e arginina parecem estar mais
relacionados com a resposta a condigdes de estresse, servindo de precursor para a sintese de
hormdnios e metabolitos secundarios (HILDEBRANDT et al., 2015).

Sabe-se que a disponibilidade de AA varia de acordo com o estigio de
desenvolvimento e condi¢do fisioldgica das células e ainda que os AA estdo diretamente
correlacionados com a biossintese de outras importantes moléculas e de proteinas. Frente a isso,
acredita-se que a quantificacdo de AA se apresenta como uma importante ferramenta que pode

auxiliar no entendimento do processo de ES.



23

Figura 5. Biossintese de AA e suas interagdes com as proteinas em plantas (a) e ao
longo dos diferentes estagios de desenvolvimento das plantas (b).
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1.3.3 Carboidratos

Os carboidratos ou agtlicares, constituem moléculas fundamentais para as plantas no

cultivo in vitro, sendo fonte de energia e de esqueletos carbonicos, além de agirem como

moléculas sinalizadoras na expressdo de diversos genes, mediarem interagdes com diversos

hormonios e estarem associados com respostas a estresse € potencial osmotico (LIPAVSKA;

KONRADOVA, 2004).

A sacarose corresponde a principal fonte de carboidrato utilizada no cultivo in vitro,

entretanto, a adicdo de fontes alternativas, tais como maltose, manose, frutose e glucose,

associados ou ndo ao uso de agentes osmorreguladores tais como o PEG tem se mostrado
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benéficos em determinadas etapas do ES, especialmente na maturagio (LIPAVSKA;
KONRADOVA, 2004).

Estudos anteriores tém sugerido que a razao entre o contetido de sacarose em relagao
aos acucares do tipo hexoses, incluindo manose, frutose, glucose e galactose, influenciam o tipo
de resposta gerada ao longo do processo de ES. A divisao celular e diferenciagdo parecem ser
beneficiadas na presenca de um alto contetido de hexoses em relagdo a sacarose, enquanto um
aumento de sacarose parece favorecer o armazenamento de carboidratos (BLANC et al., 2002).
Entretanto, sabe-se que os teores de carboidratos podem variar ao longo das diferentes fases da
ES e de acordo com os tipos de explantes e tratamentos utilizados.

GRZYB et al. (2017) demonstraram, por exemplo, que explantes previamente
estiolados apresentavam menores niveis de hexoses e sacarose, € que aumentos drasticos foram
observados nos niveis de sacarose durante a fase de aquisi¢do de competéncia embriogénica de
C. delgadii. Os autores ainda propuseram que este aumento pode ser entendido como um sinal
prévio a formacao de embrides somaticos.

A quantificagdo de carboidratos soluveis pode ser realizada por meio de do uso da
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com o uso do detector de
espalhamento de luz evaporativo (ELSD), sendo este um método eficiente que permite a
quantificagdo de até oito carboidratos diferentes: ribose, arabinose, xilose, frutose, manose,

glucose, sacarose e maltose.

1.3.4 Atividade enzimatica

Espécies reativas de oxigénio (EROs/ROS) tais como radicais superdxidos (O2),
oxigénio singleto ('0y), hidroxila (OH) e peréxido de hidrogénio (H>02) podem ser produzidas
espontaneamente como consequéncia do metabolismo oxidativo dos cloroplastos,
mitocondrias, peroxissomos, membrana plasmatica, reticulo endoplasmadtico, apoplasto ou
ainda em respostas a estresse biotico e abiotico (MALIK et al., 2014).

Quando em concentragdes adequadas as EROs/ROS atuam como moléculas
sinalizadoras, entretanto, quando em excesso podem se tornar tdxicos, levar ao estresse
oxidativo e provocar a degradacdo dos acidos nucléicos — DNA e RNA, bem como oxidagao de

proteinas e lipidios (APEL e HIRT, 2004).
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Para manter um balango adequado entre a quantidade de EROs/ROS disponivel, as
células possuem mecanismos conhecidos como sequestradores de ROS, que podem ser do tipo
enzimatico e ndo enzimaticos. Entre os enzimaticos destaca-se a atividade de enzimas
antioxidantes tais como superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase
(APX), glutationa redutase (GR) and guaiacol peroxidase (GPX) (APEL e HIRT, 2004;
MALIK et al., 2014).

A acdo das enzimas antioxidantes esté ilustrada na figura 6. SOD pode ser considerada
como o primeiro mecanismo de defesa das EROs/ROS, por ser a responsavel por converter o
02" em H20:. A detoxicacdo subsequente deste H>O> ¢ entdo realizado pela CAT, APX, GR e
GPX (APEL e HIRT, 2004).

Figura 6. Enzimas antioxidantes agindo na detoxicacdo de EROs/ROS. Superoxido dismutase
(SOD) agem na primeira linha de detoxicacdo, seguido das enzimas Ascorbato Peroxidase
(APX), Catalase (CAT), Guaiacol Peroxidase (GPX) e
Glutationa redutase (GR).
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Fonte: Malik et al., 2014.

Uma variedade de estudos vem sendo realizados visando compreender a influéncia das
EROs/ROS, bem como a atuacdo das enzimas antioxidantes no processo de ES. Sabe-se, por
exemplo, que a geragdo de EROs/ROS, tais como H>O; pode ser benéfico durante a resposta
embriogénica, agindo como sinalizador secundario e ainda que um aumento na atividade de
enzimas tais como SOD, CAT e APX podem estar relacionados com a diferenciacao e formagao

de embrides (ZHANG et al., 2010). Entretanto, pouco se sabe a respeito de como as células
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mantém a homeostase entre a producao de ROS e ativagdo de mecanismos de defesa durante a

ES, evidenciando a necessidade de estudos.

1.3.5 Proteomica

Entende-se por protedmica o estudo do total de proteinas presentes em um dado
sistema i.e., células, tecido, 6rgdo, genoma, entre outros, em um determinado estidgio de
desenvolvimento e condi¢do (JORRIN-NOVO, 2013; JORRIN-NOVO, 2021). Espera-se por
meio das analises de protedmica compreender como as proteinas sdo produzidas pelas células,
quais as interagdes que ocorrem entre elas e com outras moléculas, como elas agem em um
determinado estagio de crescimento e desenvolvimento das plantas e ainda como elas interagem
quando estao sob condicdes de estresse bidticos e abidticos (JORRIN-NOVO, 2013).

Num conceito de biologia de sistemas, os estudos de protedmica tem se mostrado
fundamentais para o entendimento dos processos como um todo, uma vez que as proteinas
representam a parte funcional de um genoma (DNA-RNA-Proteina) (WRINGHT et al. 2012;
THAPA et al., 2018). Entretanto, vale salientar que o proteoma das células ¢ bastante dindmico,
e as analises de protedmica refletem o perfil de proteinas daquele determinado momento, sendo
equivalente a uma foto do que estd acontecendo (GUPTA et al., 2015).

Analises protedmicas ao longo do processo de ES tem recebido atengdo nos ultimos
anos, e algumas classes de proteinas sdo atualmente sugeridas como possiveis marcadores do
processo de ES (Figura 7), incluindo: 1) proteinas relacionadas com a rotas de sinalizacdo de
hormoénios; 1i) proteinas do metabolismo energético e de carboidratos; iii) proteinas
relacionadas ao transporte celular e formacao de parede celular; iv) proteinas de resposta a
estresse e detoxicacdo celular; v) proteinas de choque térmico — heat shock proteins; vi)
proteinas de regulacdo, tais como as ubiquitinas, vii) proteinas relacionadas ao metabolismo de
lipidios, entre outros (AGUILAR—HERNANDEZ; LOYOLA-VARGAS, 2018; HERINGER;
SANTA-CATARINA; SILVEIRA, 2018).

Frente as vantagens que a protedmica oferece, a analise de protedmica entre EC e NEC
pode ser de grande valia na elucidagdo das alteragdes em nivel de proteinas relacionadas com a

competéncia embriogénica de G. chacoensis.
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Figura 7. Principais classes de proteinas envolvidas com as diferentes etapas da ES.
Quadrados verde, azul, laranja e roxo indicam culturas embriogénicas, culturas ndo
embriogénicas, maturacdo e germinagdo. Setas para cima indicam up-regulagdo enquanto
setas para baixo indicam down-regulagao de proteinas.
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Fonte: AGUILAR-HERNANDEZ; LOYOLA-VARGAS (2018).

1.4 CRIOPRESERVACAO

A criopreservagao, ou conservagdo de materiais bioldgicos em temperaturas ultrabaixas
(-196°C), normalmente acondicionado em nitrogénio liquido, apresenta como vantagens a
conservagao do material em espagos reduzidos, protegidos de contaminacdes € com
necessidade de manuten¢do minima (ENGELMANN, 2004). Esta técnica pode auxiliar na
manuten¢do de calos embriogénicos de forma segura e por periodos mais longos. Isso porque
os calos embriogénicos requerem subcultivos frequentes para evitar perda de potencial
embriogénicos e capacidade de prolifera¢do, o que torna a manutencao cara e ainda aumenta os
riscos de contaminagdo e perda de material devido ao excesso de manipulagdo (LAMBARDI;

OZUDOGRU; BENELLI; 2008).
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A criopreservagdo corresponde a uma excelente alternativa para a conservagdo de
materiais vegetais de interesse por longos periodos pois acredita-se que sob estas condigdes os
processos fisiologicos, bioquimicos e metabolicos sdo paralisados e ainda que se tem uma
manuten¢do da estabilidade genética (OCHATT et al., 2021; PANIS; LAMBARDI, 2006).
Entretanto, o sucesso de um protocolo de criopreservacdo esta diretamente relacionado com a
nao formacgao de cristais de gelo intracelulares, uma vez que estes podem levar a ruptura das
membranas e colapso celular (HERINGER et al., 2013).

Diferentes metodologias vém sendo utilizadas visando criopreservar culturas in vitro.
Dentre estas, destaca-se o protocolo proposto por MUSTAFA et al. (2011) de congelamento
em dois passos que utiliza solugdes crioprotetoras de baixa molaridade, que sao menos toxicas
para as células, reduzindo as chances de colapso celular, e utiliza o crio container Mr. Frosty
(Nalgene®) para realizar o congelamento lento das culturas, sendo a eficiéncia deste protocolo
anteriormente relatada durante a criopreservagdo de suspensdes celulares de Araucaria
angustifolia (FRAGA et al., 2015), por exemplo.

Uma vez que poucos sdo os trabalhos relatando o uso de criopreservacdo em bambu e
frente as necessidades de se encontrar formas de conservacao de germoplasma desta espécie, o

estabelecimento de protocolos de criopreservagao se mostra essencial.



2.

29

OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar e elucidar as alteragdes morfoanatdmicas e bioquimicas relacionadas com a

embriogénese somatica e criopreservacdo de Guadua chacoensis (Bambusoideae).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar durante a inducdo da embriogénese somatica a influéncia do uso de diferentes
doses da auxina Picloram e de regides do explantes, pré-tratados ou ndao com
estiolamento, na aquisi¢do de competéncia embriogénica.

Caracterizar morfoanatomicamente as etapas de indugdo, multiplicagdo e maturagio da
embriogénese somatica.

Quantificar e analisar o conteudo enddgeno de poliaminas, aminoécidos, carboidratos e
atividade enzimatica de culturas embriogénicas e ndo embriogénicas.

Compreender o papel regulatorio de proteinas no processo de embriogénese somatica
de G. chacoensis por meio da andlise de protedmica comparativa de culturas
embriogénicas e ndo embriogénicas.

Desenvolver um protocolo eficiente de criopreservacdo de G. chacoensis e avaliar a

atividades de enzimas relacionadas ao metabolismo oxidativo.
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3. CAPITULO 1-SOMATIC EMBRYOGENESIS IN BAMBOOS: ADVANCES AND
PROSPECTS!

Embriogénese somatica em bambus: avangos e perspectivas

Os bambus correspondem a um dos maiores grupos das Poaceae, com mais de 1600 espécies
distribuidas no mundo e apresentam uma infinidade de uso. Para os bambus, a micropropagacao
por meio de Embriogénese Somatica (ES) vem sendo bastante negligenciada, devido a sua
complexidade, apresentando protocolos estabelecidos para apenas cerca de 30 espécies ao
longo de 38 anos de estudos, desde o estabelecimento do primeiro protocolo em 1982. Além
disso, boa parte destes trabalhos tem se concentrado em apenas dois géneros, Bambusa e
Dendrocalamus, que juntos somam aproximadamente 65% dos estudos de ES em bambus.
Frente a isso, este capitulo de revisao tem como objetivo apresentar e discutir os principais
avancos, dificuldades e oportunidades da ES em bambus explorando a linha do tempo,
abordagens morfoanatomicas, abordagens bioquimicas, abordagens moleculares e estratégias
de conservagao in vitro. Dentre os principais avangos obtidos destacam-se o estabelecimento
de suspensao celulares, o isolamento de protoplastos, estudos de andlise de fidelidade genética
e de transformacao genética associados a ES, obtencao de estratégias de conservagao tais como
o uso de crescimento lento e a producdo de sementes sintéticas, caracterizagao do perfil de
proteinas, isoenzimas e aminoacidos. Entre as principais limitagdes destacam-se: 1) a
necessidade do estabelecimento de protocolos mais eficientes, com maiores taxas de
regeneragao de plantas; 2) a necessidade de aumentar o nimero de protocolos disponiveis para
espécies relevantes de bambus; 3) a limitagdo de informacdes a respeito da caracterizagao
morfoanatdmica da ES em bambus, bem como a inexisténcia de um trabalho que mostre todos
os estagios de desenvolvimento (globular, coleoptilar, estagio juvenil, maduro); 4) a
necessidade de novos estudos caracterizando a ES por meio das técnicas Omicas — protedmica,
metabolomica, transcriptomica; e 5) necessidade do estabelecimentos de protocolos de
criopreservacdo. Os bambus apresentam diversas peculiaridades e complexidades e acredita-se
que a elucidagdo dos mecanismos envolvidos com a ES de bambus podem trazer grandes
ganhos tanto para os estudos fundamentais como para a cadeia produtiva de bambus.

Palavras-chave: Biotecnologia de bambus; morfoanatomia; bioquimica; fidelidade genética

! Capitulo de revisdo publicado no livro Biotechnological Advances in Bamboo. Springer, Singapore.
https://doi.org/10.1007/978-981-16-1310-4 4
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4. CAPITULO 2 - MORPHOHISTOLOGICAL AND BIOCHEMICAL ASPECTS OF
THE Guadua chacoensis (BAMBUSOIDEAE; POACEAE) SOMATIC
EMBRYOGENESIS?

Aspectos morfohistologicos e bioquimicos da embriogénese somdtica de Guadua chacoensis

(Bambusoideae,; Poaceae)

4.1 RESUMO

Neste trabalho fez-se a descricdo e caracterizagdo das etapas de inducao, multiplicagdao e
maturagdo da embriogénese somatica (ES) de Guadua chacoensis utilizando abordagens
morfoanatdmicas e bioquimicas. Os resultados evidenciaram que o uso de 400 uM de Picloram,
explantes pré-tratados com estiolamento e regido da base do colmo resultaram em 87,5% de
indugdo de calos, representando a melhor combinagdo. Durante a multiplicagdao foi possivel
identificar a formacao de culturas embriogénicas (EC) e ndo embriogénicas (NEC), sendo que
somente as EC foram capazes de maturar quando em meio de cultura livre de Picloram e com
adi¢do de carvao ativado. A caracterizacdo bioquimica revelou que EC apresentam maiores
conteidos de espermidina, arginina, metionina, maltose e manose em relacdo as NEC,
sugerindo que estas moléculas podem ter atuagdo importante durante a ES de G. chacoensis.
Este trabalho representa um avango para a ES de bambus, bem como para a propagagdo e
conservagao, podendo servir de modelo para trabalhos futuros em bambus € monocotiledoneas

em geral.

Palavras-chave: competéncia embriogénica; embrido somatico; Picloram.

4.2 INTRODUCAO

A embriogénese somatica (ES) ¢ conhecida como a verdadeira expressdo da
totipoténcia em plantas (FEHER, 2019). Neste processo, células ja diferenciadas readquirindo
a totipoténcia e passam entdo a ter a capacidade de desenvolver embrides somaticos (NIC-CAN
et al., 2016; WOICIK et al., 2020). Entretanto, esta rota morfogenética de desenvolvimento
corresponde a menos estudada para bambus, sendo encontrados protocolos para apenas

aproximadamente 30 espécies entre as mais de 1600 identificadas no mundo (POLESI et al.,

2 Artigo publicado no periddico Plant Cell, Tissues and Organ Culture (PCTOC).
doi: https://doi.org/10.1007/s11240-021-02199-9
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2021). Para a espécie de estudo do presente trabalho, Guadua chacoensis, um bambu lignificado
da tribo Bambusoideae, nenhum estudo foi reportado até o momento.

O processo de ES envolve maultiplas etapas incluindo indugdo, multiplicagdo,
maturacao e conversao de plantulas (VON ARNOLD et al., 2002). A etapa de indugao
geralmente envolve o uso de condigdes de estresse e suplementagdo de auxina no meio de
cultura (WOJCIK et al., 2020). Acredita-se que o uso de condigdes de estresse ¢ necessario
para a reprogramagao celular e das rotas de transdugdo de sinal para a geracdo da resposta
embriogénica (NIC-CAN et al., 2016). Ademais, o tipo de explante e de excisdo utilizados
também influenciam diretamente a inducdo de ES, sendo que estudos tem demonstrado que o
uso de pré-tratamento dos explantes com estiolamento (MIKULA et al., 2015; GRZYB et al.,
2017), bem como da técnica de excisdo de camada fina (do inglés thin cell layer — TCL)
(JULLIEN AND TRAN THANH VAN 1994) tem se mostrado benéfico na aquisicdo de
competéncia embriogénica.

ES envolve uma série de mudangas em nivel fisiologico, bioquimicos e moleculares,
representando um excelente modelo de estudos (NIC-CAN et al, 2016; MENDEZ-
HERNANDEZ et al., 2019). Estudos morfohistologicos podem auxiliar no maior entendimento
das alteragdes morfologicas e celulares relacionadas ao desenvolvimento embriogénico
(POLESI et al., 2021). A caracterizagdao bioquimica de culturas embriogénicas (EC) e culturas
nao embriogénicas (NEC) por meio da quantificagdo do contetdo de poliaminas, aminoacidos
e carboidratos podem auxiliar na identificacdo de possiveis marcadores de resposta
embriogénica, bem como demonstrar o envolvimento destas moléculas com a rota de ES
(NASCIMENTO-GAVIOLI et al., 2017).

Aspectos gerais e especificos da ES em bambus foram revisados por Polesi et al.,
(2021). Desta forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo de ES para o
bambu G. chacoensis, bem como descrever e caracterizar a resposta embriogénica por meio de

analises morfoanatomicas e bioquimicas.

4.3 METODOLOGIA

Colmos de G. chacoensis previamente estabelecidos em in vitro foram submetidos ao
pré-tratamento em diferentes condigdes de luz (luz ou escuro total — estiolamento) conforme
descrito por POLESI ef al., 2019, com modificacdes. Em seguida, estes explantes foram
utilizados para a inducdo da ES. Primeiramente testou-se o uso de TCL da regido basal dos

colmos (3-5 mm) e oito concentragdes diferentes de Picloram: (1) 0 uM; (2) 100 uM; (3) 200



35

uM; (4) 300 uM; (5) 400 puM; (6) 500 uM; (7) 600 puM; (8) 700 uM. O meio de indugdo era
composto por sais MS suplementado com sacarose (30 g.L!), vitaminas de Morel (2 mL.L™),
glutamina (1 g.L!), carvdo ativado (1,5 g.L!) e phytagel (2 g.L!). Os explantes foram
seccionados por TCL longitudinal e inoculados em placas de petri contendo 25 mL do meio e
mantidos no escuro, em BOD a 22 + 2 °C. Avaliou-se a taxa de indugdo de calos, de oxidacao
e de explantes sem resposta aos 30 e 60 dias apo6s a inoculagdo. Num segundo experimento
avaliou-se o uso de diferentes regides do colmo de G. chacoensis para a indugdo da ES: base
(3-5 mm do primeiro entreno), meio (3-5 mm do segundo entrend), topo (3-5 mm do ultimo
entrend). Os procedimentos de excisdo e o meio de cultura foram os mesmos que descritos
acima, exceto que neste caso experimento a concentragao de Picloram foi fixada em 400 uM.
Avaliou-se a taxa de induc¢ao de calos, de oxidacao e de explantes sem resposta aos 30 e 60 dias
e fez-se a coleta de materiais aos 0, 3, 6, 12, e 15 dias apods a inoculagdo a fim de realizar a
caracterizagao ontologica de formagao dos calos. Ambos os experimentos foram realizados em
sistema fatorial inteiramente casualizado, utilizando 4 repeti¢des com unidade experimental de
10 explantes por placa. Os dados foram analisados utilizando ANOVA seguido de teste de
separacdo de médias Student-Newman-Keuls (SNK) a 5%.

Os calos obtidos nas fases de inducdo foram entdo transferidos a multiplicagdo. Nesta
etapa o meio de cultura era composto por MS suplementado com sacarose (30 g.L ), vitaminas
de Morel (2mL.L "), glutamina (1 g.L "), phytagel (2 g.L!) e as concentracio de Picloram foram
reduzidas para 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 uM. Os materiais foram subcultivados a cada 45
dias. Durante a fase de multiplicagdo os calos foram categorizados em dois grupos de acordo
com a morfologia: 1) embriogénicos: compacto, nodular e com coloragdo amarelada; 2) ndo
embriogénicos: fridvel e macios com coloragdo amarelo esbranquicado, € materiais foram
coletados para microscopia eletronica de transmissao e microscopia de luz. Além disso, ECs e
NECs foram coletadas para as anélises bioquimica de poliaminas (200 mg), aminoacidos (200
mg) e carboidratos (300 mg), e os dados obtidos foram analisados utilizando Student’s t-test a
5% de significancia.

Culturas embriogénicas obtidas no tratamento de 20 uM foram transferidas para a
etapa de maturagdo, na qual utilizou-se o meio de cultura MS suplementado com sacarose (30
g.L'h), vitaminas de Morel (2 mL.L™), glutamina (1 g.L™"), carvdo ativado (1,5 g.L!) e phytagel
(2 g.L'"). Os materiais foram inoculados em frascos do tipo microbox, que permite a troca
gasosa, e mantidos sob luz LED branca, com fotoperiodo de 16/8h luz/escuro, a 25 + 2 °C por

45 dias. Apos este periodo culturas foram coletadas para a caracterizagdo morfohistologica.
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos de inducao de ES revelaram que explantes da base e submetidos ao
estiolamento apresentaram maior taxa de inducdo de calos (87,5%) comparado com os
explantes pré-tratados com luz (55%). Conforme evidenciado em estudos anteriores, o uso de
estiolamento parece ser benéfico para a reprogramagdo celular e aquisi¢do da competéncia
embriogénica (MIKULA et al., 2015; GRZYB et al., 2017). Ademais, no presente estudo, o
uso de estiolamento juntamente com altas doses de Picloram e excisdo por TCL parece
funcionar como fonte de estresse que levam a resposta embriogénica.

Os estudos de ontogenia revelaram que os calos possuem origem perivascular (Figura
8), ou seja, que se formam a partir dos feixes vasculares do explante inicial, estando de acordo
com o reportado em estudos anteriores em bambus (JULLIEN; TRAN THANH VAN, 1994;
GODBOLE et al., 2002) e palmeiras (STEINMACHER et al., 2007; de CARVALHO SILVA
et al.,2014). A caracterizagdo morfohistologica revelou a formagao de calos primarios 30 dias
e de proembrides aos 60 dias apos a inoculagdo nos calos obtidos a partir de explantes
estiolados, indicando um rapido desenvolvimento.

Durante a fase de multiplicagdo observou-se a formacao de EC e NEC ap6s a redugdo
da concentragdo de Picloram (Figura 8). Sabe-se que altas doses de auxina sdo essenciais
durante a indugdo da ES, mas que uma vez que estimulo para a reprogramagao genética das
células seja gerado, a reducdo ou mesmo remogdo € necessaria para a expressao da ES
(JIMENEZ, 2001; FEHER, 2019). A caracteriza¢do histologica (Figura 8) revelou que EC
possuiam embrides em estagio globular de desenvolvimento, apresentando células com
citoplasma denso, rico em organelas e com presenga de ribossomos, reticulo endoplasmatico e
mitocondrias. Por outro lado, NEC apresentavam células alongadas e vacuoladas, sem
formagao de estruturas e com presenca de corpos lipidicos e muitos vactolos. Estes resultados
indicaram que a categorizacao das culturas em EC e NEC no presente estudo estavam de acordo
com o reportado na literatura (SILVEIRA et al., 2013; de ARAUJO SILVA-CARDOSO et al.,
2019).

EC foram capazes de maturar quando transferidas para meio de cultura livre de
Picloram e com adicao de carvao ativado. Histologicamente estas culturas encontravam-se no
estagio transicional entre o globular e o coleoptilar, apresentando citoplasma denso, rico em
organelas e com presenca de graos de amido e cloroplastos (Figura 8). Entretanto, assim como

reportado previamente em outros trabalhos com bambus (JULLIEN AND TRAN THANH
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VAN, 1994; MARULANDA et al., 2005; KOMATSU et al., 2011), a conversao e regeneracao
de plantas ndo foram alcangamos neste trabalho, evidenciando a necessidade de novos estudos.

A caracterizagdo bioquimica revelou que EC apresentaram maiores conteudos de
espermidina, arginina, metionina, maltose € manose em relagdo a NEC (Figura 8), sugerindo
que a resposta embriogénica ¢ resultado de uma complexa interagdo entre poliaminas,
aminoacidos e carboidratos e que estas moléculas podem ter atuacdo importante na ES de G.

chacoensis.

Figura 8. Resumo grafico dos principais resultados obtidos neste trabalho. A inducao de
calos foi alcangada utilizando explantes pré-tratados com estiolamento, regido da base e 400
uM de Picloram. Durante a fase de multiplica¢do ocorreu a formacao de culturas
embriogénicas (EC) e ndo embriogénicas (NEC) e a caracterizacdo bioquimica revelou
acimulos de espermidina, arginina, metionina, manose e¢ maltose em EC. Somente as EC
foram capazes de maturar apds a remocao do Picloram, adi¢do de carvao ativado e
transferéncia para a luz.

1. Inducio

3 dias 30 dias 60 dias

PR

v Explantes pré-tratados escuro
» v Regido da base

v Dose de 400 pM de Picloram

1
(45 dias),

Calos com origem perivascular visualizado aos 3 dias
Calo primario formado aos 30 dias
Préembrides visiveis aos 60 dias
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» Concentragdes de Picloram (0-700 uM)
» Regides do colmo — base, meio ¢ apice

2. Multiplicacio

Redugio da concentragdo de Picloram para 20 pM e remogéo do carvéo ativado do meio de cultura permitiu a formagao de dois tipos de culturas:

[ Quantificagiio do contetido de poliaminas, aminoscidos e carboidratos ]
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Arginina
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Metionina

Manose

Mamsse (1)

Maltose

O Embrides em estagio globular 0 Células vacuoladas e alongadas
O  Células com citoplasma denso, rico em organelas O Auséncia de formagdo de estrutura
O Presenca de ribosomos, reticulo endoplasmatico e mitocondria O Presenga de corpos lipidicos e muitos vactiolos

3. Maturacio

Remogao do Picloram e transferéncia das EC para a luz (fotoperiodo 16/8 luz/escuro) permitiu a maturagio das culturas

0O Embrides em estagio de transigio entre o globular e coleoptilar
O  Células com citoplasma denso, rico em organelas
O Presenca de cloroplastos e grios de amido

Fonte: autora (2022).

4.5 CONCLUSAO

Este trabalho descreveu pela primeira vez um protocolo de ES para o bambu G.
chacoensis e apresentou uma descri¢do detalhada dos eventos morfohistologicos bem como
demonstrou o envolvimento de poliaminas, aminoacidos e carboidratos com a competéncia

embriogénica.



38



39

5. CAPITULO 3 - ANALISE DE PROTEOMICA COMPARATIVA E DA
ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES DE CULTURAS
EMBRIOGENICAS E NAO EMBRIOGENICAS DE Guadua chacoensis.

5.1 RESUMO

Este trabalho teve por objetivo identificar possiveis proteinas marcadores da resposta
embriogénica em G. chacoensis, por meio da andlise de protedmica comparativa de culturas
embriogénicas (EC) e culturas nao-embriogénicas (NEC), bem como caracterizar o
metabolismo oxidativo destas culturas por meio da quantificagdo da atividade das enzimas
superoxido dismutase (SOD), guaiacol peroxidase (GPX), ascorbato peroxidase (APX) e
catalase (CAT) e dos conteudos de peroxido de hidrogénio (H202) e malonaldeido (MDA).
Como resultados foram identificadas um total de 855 proteinas, das quais 37 foram expressas
unicamente nas EC e 22 nas NEC. Ademais, 265 proteinas apresentaram regulagdo diferencial
em EC em relagdo a NEC, sendo 129 up-reguladas e 136 down-reguladas. EC apresentaram
acumulo de proteinas relacionadas com a resposta a estresse, detoxicacao celular, translacionais
e ribossomais, do metabolismo de carboidratos, formagao de parede e transdugdo de sinal e
exibiram maior atividade das enzimas SOD e GPX e maior conteudo de H>O». Estes resultados
sugerem que a resposta embriogénica de G. chacoensis parece estar relacionada com uma
complexa regulagdo do estresse para que ocorra inicialmente a reprogramacao das células e
aquisicdo de competéncia embriogénica, e que uma vez que esta ¢ adquirida, as proteinas de
sinalizacdo, ribossomais e translacionais, do metabolismo de carboidratos e de formacao de
parede asseguram o desenvolvimento do embrido. Por fim, este trabalho trouxe evidéncias do
envolvimento de alguns grupos de proteinas e de enzimas antioxidantes com a geracdao de

resposta embriogénica em G. chacoensis.

Palavras-chave: bambu; embriogénese somatica; estresse; espécies reativas de oxigénio.

5.2 INTRODUCAO

A embriogénese somatica (ES) demonstra a capacidade das células de readquirirem
totipoténcia e passarem a formar embrides somaticos (FEHER, 2008). Este processo envolve
diversas alteracdes em nivel genético e epigenético, sendo que os estudos de protedmica tém

ganhado bastante atencdo nos ultimos anos e tém contribuido com avangos no entendimento de
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fatores fisiologicos e moleculares que controlam a ES (AGUILAR-HERNANDEZ e
LOYOLA-VARGAS 2018; HERINGER et al., 2018).

Entende-se por protedmica a ciéncia que estuda o total de proteinas presente em um
dado sistema bioldgico, incluindo células, tecidos, drgaos, genomas e outros (JORRIN-NOVO,
2014; JORRIN-NOVO, 2021). Entretanto, para bambus, que apresentam uma diversidade de
usos (CLARK; LONDONO; RUIZ-SANCHEZ, 2015) e correspondem a um dos maiores
grupos da familia das gramineas (Poaceae), subfamilia Bambusoideaec (LONDONO et al.,
1992), nao existem estudos reportados de protedomica associado ao ES, demonstrando a
importancia de novos estudos (POLESI et al., 2021).

A produgao de espécies reativas de oxigénio (EROs) ¢ considerada como um importante
estimulo durante a geracdo da resposta embriogénica (ELHITI e STASOLLA 2015).
Entretanto, um balanco entre a produgao e sequestro destas EROs — que ¢ realizado por enzimas
antioxidantes tais como Superoxido dismutase (SOD), Guaiacol peroxidase (GPX), Ascorbato
peroxidase (APX) e Catalase (CAT), ¢ essencial para a manuten¢do da homeostase celular
durante o crescimento e desenvolvimento das plantas, umas vez que quando em excesso as
EROs se tornam téxicas as células (MALIK et al., 2014).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi investigar proteinas marcadores da
resposta embriogénica de G. chacoensis, bem como caracterizar o metabolismo oxidativo de

culturas embriogénicas.

5.3 METODOLOGIA

Culturas embriogénicas (EC) e ndo embriogénicas (NEC) de G. chacoensis previamente
obtidas conforme descrito por GIACOMOLLI POLESI et al. (2022) foram utilizadas como
material vegetal no presente trabalho.

Para a anélise de protedmica, 3 amostras biologicas de 300 mg de material vegetal fresco
de EC e NEC foram submetidos ao processo de extragdo, seguida de precipitacio e digestao de
proteinas (REIS ef al., 2021). As proteinas foram quantificadas por meio de espectrometria de
massas acoplado a cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC). Os dados foram
processados utilizando softwares (DISTLER et al., 2014; DISTLER et al., 2016) e em seguida
comparados ao banco de dados de proteinas disponivel para a espécie de bambu Guadua
angustifolia, que pode ser acessado em https:// www.genobank.org/bamboo#2 (GUO et al.,
2019). Apods este processamento, apenas as proteinas presentes ou ausentes (no caso de

proteinas Unicas) nas trés amostras bioldgicas foram consideradas para a analise de acimulo
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diferencial. Os dados foram analisados utilizando teste T ao nivel de significancia de 5% e
foram consideradas como up-reguladas as proteinas que apresentaram valor de p <0.05 e Log2
maior que 1.0, e down-reguladas as proteinas que apresentaram p < 0.05 e Log2 menor que -
1.0. As proteinas que apresentaram regulagao diferencial foram submetidas a analises
multivariadas utilizando a plataforma MetaboAnalyst (PANG et al., 2021), sendo realizadas as
analises de componente principal (PCA) para identificar a separa¢do dos grupos, seguida de
analise de influéncia de projecao (VIP score) e construcao de HeatMap.

Para a quantifica¢ao da atividade de enzimas antioxidantes, 4 repeti¢des de 200 mg de
material fresca de EC e NEC foram submetidas ao processo de extra¢ao de enzimas, utilizando
tampao fosfato de potassio (pH 7.0) na proporcdo 1:5, peso: volume. Em seguida, a atividade
das enzimas SOD, GPX, APX e CAT foram determinadas utilizando parametros de reacao
previamente estipulados, com alteragdes (RAO et al, 1996). O conteudo de proteinas foi
determinado utilizando o método de Bradford (BRADFORD 1976). Os dados obtidos foram
analisados utilizando teste T (p < 0,05).

Para a quantificacdo do conteudo de peroxido de hidrogénio (H202) e malonaldeido
(MDA), 4 repeticdes de 200 mg de material fresca de EC e NEC foram submetidas ao processo
de extracdo utilizando 0,1% de écido tricloroacético (TCA) (peso: volume) na proporgao 1:5,
peso: volume, de acordo com metodologia proposta por Velikova e colaboradores (2000), com
modificacdes. Para a determinagdo do contetido de H>O> a reagdo foi composta pelo extrato,
tampao fosfato de potassio (pH 7.0) e iodeto de potassio, e a concentragdo foi determinada por
meio de leitura em espectrometro em 350 nm, utilizando curva padrido de H»O». Para a
determinagdo do conteudo de MDA a reagdo foi composta por extrato e tampao contendo 20%
de acido tricloroacético (TCA) e 0,5% de acido tiobarbiturico (TBA) e a concentracdo foi
determinada por meio de leitura em espectrdmetro em 532 nm ajustado para 600 nm, utilizando
coeficiente de extingdo molar (155 mM cm™). Os dados obtidos foram analisados utilizando

teste T (p < 0,05).

5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de protedmica comparativa permitiu a identificagdo de um total de 855
proteinas, sendo que destas 265 apresentaram regulacao diferencial, das quais 129 foram up-
reguladas e 136 down-reguladas (Figura 9). Além disso, 37 proteinas foram identificadas como

unicas em EC e 22 em NEC. Dentro do grupo das proteinas tnicas de EC destacou-se a presenga
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dos seguintes grupos de proteinas: resposta a detoxicacdo — isoformas de Peroxidases, resposta
a estresse — proteinas de choque térmico, ribossomais, fatores de alongamento, metabolismo de
carboidratos — rota de glicolise, formagdao de parede celular — arabinogalactanas e
poligalacturonase, e de sinalizagdo (Figura 9). Ja no grupo das unicas de NEC destacou-se a
presenca de proteinas relacionadas com os processo de protedlise, resposta a detoxicacdo —
isoformas de peroxidases, e metabolismo de carboidratos — rota pentose fosfato.

A presenga de proteinas da rota de glicolise, onde os carboidratos sdo convertidos em
metabolitos intermediarios e ATP, sugere que EC utilizam a rota glicolitica dos carboidratos
como fonte de energia para assegurar o crescimento e desenvolvimento (AGUILAR-
HERNANDEZ ¢ LOYOLA-VARGAS 2018). Da mesma forma, a presenca de proteinas
relacionadas com a remodelacdo da parede celular somente em EC indica que a resposta
embriogénica parece estar associada com a remodelacao da parede celular.

A andlise de PCA demonstrou uma separagao clara entre as proteinas identificadas no
grupo de EC e NEC e explicou aproximadamente 97% das varia¢des existentes. Ja a analise de
VIP score e HeatMap demonstraram que dentro do grupo das up-reguladas se destacavam as
seguintes proteinas: chitinase, xilanase, peptidil-prolil cis trans isomerases e fatores de
alongamento, enquanto dentre as down-reguladas se destacavam as proteinas relacionadas ao
metabolismo de serina, lipideos e rota da pentose fosfato, bem como diferentes isoformas de
proteases e proteinases.

A presenca de proteinas ribossomais, translacionais e fatores de alongamento como up-
reguladas ou tUnicas das EC, conforme demonstrado neste trabalho (Figura 9), sugere que a
formagdo de embrides requer uma intensa atividade metabolica que assegure a sintese de novas
proteinas. De fato, a predominancia de proteinas ribossomais ja foi reportado durante estudos
de protedmica de outras espécies, tais como cana-de-agucar (HERINGER et al., 2015) e milho
(LIU et al.,, 2018), corroborando com nossas observacdes. Por outro lado, em NEC, observou-
se a presenca de muitas proteinas relacionadas com o processo de proteolise, responsavel pela
degradacao e reciclagem de proteinas, evidenciando uma constante reciclagem de proteinas
nestas culturas.

Os resultados deste trabalho também sugerem que a geracdo de resposta embriogénica
parece estar associada com a ativacao de rotas de transdugdo de sinal, uma vez que proteinas
com funcao de sinalizacao, tais como Chitinase, proteinas G e fosfolipases foram encontradas

como unicas de EC.
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A analise do metabolismo oxidativo revelou que EC apresentaram maior atividade das
enzimas SOD e GPX, bem como maior conteudo de H>O» (Figura 9), quando comparado a
NEC, sugerindo uma possivel atuacdo de enzimas antioxidantes durante a resposta
embriogénica. Adicionalmente, uma variedade de isoformas de peroxidases também foram
identificadas neste trabalho, bem como o acumulo de proteinas de resposta a estresse, tais como
as proteinas de choque térmico em EC. Estes resultados sugerem que as proteinas de resposta
a estresse, juntamente com as enzimas antioxidantes parecem agir em conjunto no controle do

estresse, permitindo a geracao da resposta embriogénica em EC de G. chacoensis.

Figura 9. Resumo graficos demonstrando os principais grupos de proteinas ¢ enzimas
antioxidantes envolvidas com a resposta embriogénica de G. chacoensis. Culturas
embriogénicas (EC) apresentaram aciimulo de proteinas de detoxica¢ao, de resposta a
estresse, do metabolismo de carboidratos, de remodelagao de parede, de transducao de sinal e
ribossomais e translacionais. Da mesma forma, EC apresentaram acumulo de superdxido
dismutase (SOD), guaiacol peroxidase (GPX) e peroxido de hidrogénio (H20>).

Total: 855 proteinas identificadas
265 regulagao diferencial: 129 up-reguladas; 136 down-reguladas
37 proteinas Unicas de EC; 22 proteinas inicas NEC
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5.5 CONCLUSAO

Este trabalho corresponde ao primeiro estudo utilizando anélise de protedmica durante
a ES de bambus e permitiu a identificacdo de proteinas marcadoras da resposta embriogénica
em G. chacoensis. Ademais, a caracterizacdo do metabolismo oxidativo demonstrou que a

ativacdo de enzimas antioxidantes parece ser fundamental para a geracdo da resposta

embriogénica.



44



45

6. CAPITULO 4 - CRIOPRESERVACAO DE SUSPENSOES CELULARES DE
Guadua chacoensis E ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES

6.1 RESUMO

A criopreservacao de materiais bioldgicos em temperaturas ultrabaixas (-196°C) corresponde a
uma ferramenta de grande valia da cultura de tecidos, uma vez que permite a conservacao de
germoplasma por tempo indeterminado em espago reduzido e que exigem manutengdo minima.
Entretanto, ao nosso saber, nao existem estudos de criopreservagao reportados para suspensoes
celulares de bambus. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo estabelecer um
protocolo de criopreservagao utilizando suspensdes celulares de G. chacoensis e quantificar o
conteido de Malonaldeido (MDA) e Peréxido de Hidrogénio (H202), bem como avaliar a
atividade de enzimas relacionadas ao metabolismo oxidativo - Guaiacol Peroxidase (GPX),
Catalase (CAT), Ascorbato Peroxidase (APX) e Superéxido dismutase (SOD) em diferentes
etapas da criopreservacdo. Estudou-se a dindmica de crescimento das suspensdes celulares,
seguido de um teste de fitotoxicidade para avaliar a capacidade das culturas em tolerar o uso de
solucdes crioprotetoras e entdo procedeu-se a criopreservagdao. A dindmica de crescimento
demonstrou que as culturas se encontravam na fase exponencial entre os dias 35-42, sendo
definido o 39° dia apds o subcultivo como Otimo para utilizagdo destas culturas na
criopreservacgao. Quanto a fitotoxicidade, as suspensoes celulares de G. chacoensis toleraram a
incubacdo em solugdo crioprotetora (2M de sacarose e 1M de glicerol, 1 M de dimetilsulféxido
(DMSO), 1% prolina (peso/volume)) por até 120 minutos (min), sendo 240 min fitotoxico. Aos
60 dias apos a criopreservacdo, 100% das culturas foram regeneradas e observou-se um
incremento de massa de 10%, indicando sucesso no estabelecimento do protocolo de
criopreservacdo. A andlise do metabolismo oxidativo revelou que a ativa¢do de enzimas
antioxidantes parece ter sido fundamental para assegurar a homeostase celular durante a
criopreservagao e desta forma evitar a perda de viabilidade das culturas. Foi possivel estabelecer
um protocolo eficiente de criopreservacao para suspensoes celulares de G. chacoensis, sendo

esta uma importante alternativa de conservacgao in vitro.

Palavras chaves: bambu; conservagdo in vitro; criopreservagdo; suspensao celular; enzimas

antioxidantes.
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6.2 INTRODUCAO

A criopreservagdo de materiais bioldgicos em temperaturas ultrabaixas (-196°C),
normalmente acondicionado em nitrogénio liquido, apresenta como vantagens a conservagao
do material em espagos reduzidos, protegidos de contaminagdes € com necessidade de
manuten¢do minima (ENGELMANN, 2004). Essa técnica tem se mostrado de grande valia para
a conservacao de germoplasma de plantas. Contudo, poucos sdo os trabalhos reportando a
criopreservacao de culturas embriogénicas de bambus, demonstrando a urgéncia de estudos.

Sabe-se que o sucesso de um protocolo de criopreservacao esta diretamente
relacionado com a ndo formacao de cristais de gelo intracelulares, uma vez que estes podem
levar a ruptura das membranas e colapso celular (HERINGER et al., 2013). Por este motivo,
boa parte das metodologias de criopreservagdo utilizam solugdes crioprotetoras para contornar
este problema, sendo que estas solugdes podem ser do tipo permeaveis as células, tais como
dimetil sulféxido (DMSO), glicerol e prolina, ou impermeaveis tais como polietilenoglicol e
acucares (PANIS; LAMBARDI, 2006).

A criopreservacao € reconhecida por ser um processo que gera estresse € diversos sao
os passos ao longo de um protocolo de criopreservacdo que podem induzir a produgdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs/ROS) (REN; WANG; WHANG, 2021). Ademais, o
estresse oxidativo das células, causado pela producao excessiva de espécies reativas de oxigénio
(EROs/ROS) tem sido reportado como um dos fatores que reduzem a habilidade das células de
sobreviverem a criopreservagao, levando tanto a redugdes como até mesmo a perca total de
viabilidade (REN; WANG; WHANG, 2021). Contudo, as plantas possuem diversos
mecanismos para se proteger € manter a homeostase celular, incluindo a a¢do de enzimas
antioxidantes, tais como superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), guaiacol peroxidase
(GPX), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR) (APEL e HIRT, 2004).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de
criopreservagao a partir de suspensoes celular para o bambu G. chacoensis, bem como avaliar

a atividades de enzimas relacionadas ao metabolismo oxidativo.

6.3 METODOLOGIA
Suspensodes celulares de G. chacoensis foram estabelecidas a partir da inoculacao de
300 mg de culturas embriogénicas previamente obtidas (GIACOMOLLI POLESI et al., 2022)

em erlenmeyers contendo 50 mL de meio de cultura MS suplementado com 30g.L™! de sacarose,
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2mL.L"! de vitaminas de Morel, 1g.L"! de glutamina, e 10 pM Picloram e mantidos em shakers,
no escuro, sob agitagdo (95 rpm). A fim de se avaliar a dindmica de crescimento das culturas,
medidas destrutivas (massa fresca) e nao-destrutivas (medida em centimetros do volume apos
a sedimentacdo) foram realizadas a cada 7 dias até o dia 54 de cultivo. Os dados foram avaliados
quanto ao incremento de massa em relacdo ao inicial utilizando a seguinte férmula: peso no dia
x / peso inicial.

Previamente a criopreservagao foi realizado um teste de fitotoxicidade para avaliar a
tolerancia das culturas ao uso da solugdo crioprotetora (2M de sacarose e 1M de glicerol, 1 M
de dimetilsulfoxido (DMSO), 1% prolina (peso/volume)), sendo testados 5 tempos de
incubagao: 0, 30, 60, 120 e 240 minutos. Os procedimentos foram realizados de acordo com o
proposto por FRAGA et al. (2015), sendo utilizadas 4 repeti¢des para cada tempo de incubagao,
totalizando 20 erlenmeyers com aproximadamente 1 g de cultura cada. Para determinar a
fitotoxicidade da solucdo fez-se a pesagem das colonias no momento da transferéncia para o
meio semissolido, e ao final do cultivo aos 30 dias e avaliou-se a taxa de incremento de massa,
utilizando-se a seguinte férmula: peso no dia 30 / peso inicial.

Uma vez estabelecidas os melhores tempos de incubacio, as suspensoes celulares de
G. chacoensis foram submetidas ao protocolo completo proposto por MUSTAFA et al., 2011
e FRAGA et al. (2015) incluindo as seguintes etapas: 1) pré-tratamento por 48 horas em solugdo
composta por meio MS bésico com adi¢do de 180 g. L™! de manitol; 2) incubagio na solugio
crioprotetora por 0, 60 ou 120 minutos; 3) congelamento lento com acondicionamento das
culturas por 4 horas em ultra freezer (-80°C) utilizando o crio container Mr.Frosty (Nalgene®);
4) imersdo em nitrogénio liquido; 5) descongelamento rapido; 6) lavagem com solugao de pré-
tratamento; 7) avaliacao do recrescimento apos 60 dias.

Visando obter um maior entendimento do estresse oxidativo gerado as culturas ao
longo do protocolo de criopreservagao, realizou-se a quantificagao do contetido de H-O2 e MDA
e das demais enzimas relacionadas com o metabolismo oxidativo incluindo GPX, CAT, APX e
SOD, em quatro pontos do protocolo: 1) controle, que corresponde ao material em suspensao
celular que nao foi criopreservados; 2) apos a incubagao em solugao crioprotetora por 60 e 120
minutos; 3) ap6s o descongelamento; 4) 60 dias ap6s o recrescimento. Além disso, avaliou-se
a viabilidade das culturas utilizando o método da fluorescéncia de FDA (diacetato de

fluoresceina) nos mesmos pontos de coleta descritos acima.
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6.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A dinamica de crescimento revelou que as culturas se apresentam na fase inicial de
crescimento entre os dias 0-28 de cultivo, seguida da fase exponencial entre os dias 35-42 ¢
entdo passam para a fase de desaceleracao de crescimento entre os dias 42-54 (Figura 10). Estes
resultados indicam que o melhor periodo para a criopreservacao ocorre entre os dias 35-45 de
cultivo, uma vez que culturas em fase de crescimento exponencial sdo mais tolerantes a
formagdo de cristais de gelo que podem levar a ruptura das membranas e colapso celular
(MUSTAFA et al, 2011).

Os resultados mostraram que a incubagao das culturas em solugdo crioprotetora por
240 min foi fitotéxico, com crescimento praticamente nulo (Figura 10). Os tempos de 30 e 60
min de incubagdo resultaram em um incremento de massa similar ao controle, enquanto o tempo
de 120 min resultou em valores estatisticamente inferior aos observados para o controle. Em
funcdo dos toxicos efeitos que o uso de solugdes crioprotetoras podem causar nas células, a
otimizagdo do tempo de incubagdo ¢ de grande importancia (LAMBARDI, 2008) e no presente
estudo os melhores tempos sdao os de 60 ¢ 120 min para o estabelecimento do protocolo de
criopreservacao em G. chacoensis.

Os resultados de recrescimento revelaram que independente do tempo de incubagdo
utilizado — 60 ou 120 min, as culturas apresentaram 100% de sobrevivéncia apos a
criopreservacao € que houve um incremento de massa fresca de cerca de 10% apos 60 dias de
recrescimento, sugerindo sucesso no estabelecimento deste protocolo. Valores similares de
sobrevivéncia foram reportados para culturas embriogénicas de Araucaria submetidas a este
protocolo de criopreservagao (FRAGA et al., 2015).

A incubagdo das culturas em solucdo crioprotetora aumentou o conteido de MDA em
relacdo ao controle, em ambos os tempos utilizados — 60 e 120 min (Figura 10), sugerindo que
o uso de solugdes crioprotetoras parece causar um estresse nas culturas levando a peroxidagao
lipidica. Aumentos de MDA s3o comumente associados com producdo excessiva de
EROs/ROS em resposta a condi¢cdes de estresse e corresponde a um dos principais fatores
associados a perda de viabilidade de culturas (CHEN et al., 2015; ZHANG et al., 2015).
Entretanto, aumento na atividade de CAT foram observados nesta mesma etapa (Figura 10),
sugerindo uma ativacdo do mecanismo de defesa enzimatica contra EROs/ROS.

Na etapa de pds congelamento, observou-se um aumento ainda maior na atividade de

CAT, em ambos os tempos de incubagdo, juntamente com um pico na atividade de APX (Figura
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10). Neste mesmo momento, houve uma redugdo de 40% no conteudo de MDA e 50% nos
niveis de H2O2 quando comparado a etapa anterior. CAT e APX sdo importantes enzimas
responsaveis pela detoxicacao de H>O» e o aumento na atividade delas associado a queda nos
conteudos de HoO> e MDA comparados as etapas anteriores no presente estudo sugerem que a
ativacdo destas enzimas antioxidantes parece ser crucial para o reestabelecimento da
homeostase celular das culturas criopreservadas de G. chacoensis.

Na etapa de recrescimento nao foi observada diferenga significativa nos conteudos de
MDA e H>O> nem na atividade das enzimas SOD, CAT, APX e GPX entre os tempos de
incubagdo de 60 e 120 min em relagdo ao controle (Figura 10), sugerindo uma homeostase do
metabolismo oxidativo das culturas de G. chacoensis regeneradas apds a criopreservacao.

Figura 10. Resumo grafico do trabalho demonstrando as etapas realizadas no
estabelecimento do protocolo de criopreservacao, bem como os principais resultados obtidos.
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6.5 CONCLUSAO

Este trabalho descreveu pela primeira vez um protocolo eficiente de criopreservacao a
partir de suspensoes celulares de G. chacoensis que pode auxiliar na conservagao in vitro desta
espécie de bambu. Além disso, os tempos de incubacao de 60 e 120 min apresentaram o mesmo
incremento de massa e sobrevivéncia. Por fim, sugere-se que a tolerancia das culturas ao
protocolo de criopreservagdo parece estar associada com a ativagdo de enzimas antioxidantes

que asseguram a homeostase celular e viabilidade das culturas criopreservadas.



50



51

7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A proposta desta tese surgiu a partir da necessidade de se compreender um pouco mais
arespeito da propagacgao in vitro de bambus por meio da rota de ES, uma vez que poucas eram
as informacdes e conhecimentos disponiveis. De fato, a escrita de uma capitulo de revisdo sobre
a ES de bambus nos evidenciou que existiam muitos gargalos no entendimento de aspectos
morfoanatdmicos, bioquimicos, moleculares e no estabelecimento de estratégias de
conservagao associados a ES em bambus, sendo que muitos destes foram explorados durante o
desenvolvimento da presente tese.

Esta tese reportou pela primeira vez o estabelecimento de um protocolo de ES para o
bambu G. chacoensis (Figura 11), bem como uma caracterizagdo morfoanatomica detalhada,
utilizando técnicas de microscopia de luz e eletronica, dos eventos desde a formagao inicial dos
calos até a maturacao das culturas embriogénicas, representando um grande avango na fronteira
do conhecimento da ES bambus. Os resultados deste trabalho também evidenciaram que a rota
morfogenética da ES pode ser uma importante alternativa para a propagacdo em massa e
conservagao in vitro de bambus.

A caracterizacao bioquimica de EC e NECs realizada neste tese indicou que a resposta
embriogénica de G. chacoensis parece estar relacionada com a atuagdo de poliaminas,
aminoacidos, carboidratos e enzimas antioxidantes (Figura 11), e que o entendimento das
interacdes existentes entre elas permite uma melhor manipulagdo das condi¢des de cultivo. Esta
caracterizagdo também representou um avango significativo para os estudos de bambu, pois
todas as abordagens utilizadas nesta tese ainda ndo haviam sido empregadas na ES, podem desta
assim auxiliar tanto no entendimento desta rota bem como servir de modelo para estudos em
outras espécies de bambu.

Esta tese demonstrou pela primeira vez um estudo de protedmica durante a ES de
bambus, representando um avanco significativo que abre portas para novos trabalhos e
descobertas. Nossos resultados da analise de protedmica comparativa revelaram que o acimulo
de diferentes grupos de proteinas, incluindo as de resposta a estresse, de detoxicacdo de
EROs/ROS, de regulacdo ribossomal e translacional, do metabolismo de carboidratos, de
formacdo de parede e de sinalizagdo celular, parecem estar diretamente associados com a

aquisi¢do de competéncia embriogénica em G. chacoensis (Figura 11).
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O estabelecimento de um protocolo de criopreservagao a partir de suspensdes celulares
para G. chacoensis representa um grande avango para a conservacao de germoplasma in vitro,
sendo também um trabalho inédito para bambus. Este protocolo demonstrou que a atuacgao de
enzimas antioxidantes parece ser fundamental para assegurar a manutencao da viabilidade das
culturas (Figura 11).

Como perspectivas, destaca-se a necessidade de realizar novos estudos visando
otimizar a etapa de maturacao das culturas, bem como a conversdo e regeneracao de plantas.
Ademais, fica iminente a possibilidade de estabelecimento de um protocolo de criopreservagao
a partir de embrides somaticos, onde técnicas tais como vitrificagcdo por gota, encapsulamento
e encapsulamento seguido de vitrificacdo por gota podem ser testados para esta espécie de
bambu, uma vez que poucos sao os trabalhos de criopreservagao a partir de embrides reportados
para bambus.

Por fim, esta tese gerou resultados consistentes que podem auxiliar na elucidagao dos
mecanismos envolvidos com a resposta embriogénica em G. chacoensis bem como na
conservagao de germoplasma de bambus, resultando em ganhos tanto para a realiza¢do de novos

estudos, o qual pode servir de modelo, como para a cadeia produtiva de bambus.

Figura 11. Resumo grafico de todos os conhecimentos e avancos obtidos com o
desenvolvimento desta tese para o bambu G. chacoensis.
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