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RESUMO

A Araucaria angustifolia € uma conifera da familia Araucariaceae que foi
intensamente explorada nas décadas de 50 a 70. Devido a isto, esta espécie &
atualmente classificada como criticamente em perigo de extingdo e consta na lista
vermelha de espécies ameacgadas da Unido Internacional para Conservacdo da
Natureza (IUCN). Este cenario desfavoravel, motiva investigagées que possibilitem
estabelecer estratégias que contribuam para a preservacao desta espécie. Nesse
sentido, a micropropagag¢ao por embriogénese somatica constitui um bom modelo
experimental, ja que permite avaliar as respostas celulares a variagdes nas
condigdes de cultivo e, ainda, caracterizar e diferenciar estas células em relagéo a
um parametro pré-estabelecido. Sabe-se que alteragdes climaticas, como o aumento
de temperatura, podem comprometer o desenvolvimento vegetal. Considerando que
a Araucaria é uma espécie em risco de extingdo e que seu desenvolvimento pode
ser afetado pela elevacdo da temperatura, prevista para as proximas décadas, o
objetivo deste estudo foi avaliar a resposta de células embriogénicas de A.
angustifolia, responsivas (SE1) e ndo responsivas (SE6) a maturagédo, ao estresse
pelo calor (30 + 1°C) por 24, 48 e 72 h, com enfoque particular no estresse oxidativo.
Avaliou-se a viabilidade, morfologia e respiracao celular, os niveis de H202, a
lipoperoxidagcdo e a atividade das seguintes enzimas antioxidantes: Peroxidases
(Prxs), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX),
glutationa redutase (GR), dehidroascorbato redutase (DHAR) e
monodehidroascorbato redutase (MDHAR). O estresse pelo calor (30 + 1°C), nos
tempos avaliados (24, 48 e 72h), aparentemente, n&o alterou a morfologia das
linhagens SE1 e SE6. Porém, houve redugdo na viabilidade celular, em todos os
tempos de estresse para linhagem SE1, e para SE6 a partir de 48h. Também foram
encontrados altos niveis de H202 no tempo de 24h para as linhagens SE1 e SEG,
sendo maior para a linhagem SE6. No entanto, nos tempos de 48 e 72h houve
diminuicdo nos niveis de H202 na linhagem SE1, enquanto que nas células SE6 os
niveis retornaram aos do controle (25 + 1°C). A diminui¢do dos niveis de perdxido na
linhagem SE1 possivelmente esta associada ao aumento da respiragdo no estado
basal em 24h e a elevada atividade das enzimas antioxidantes (Prxs, SOD, APX,
GR, DHAR e MDHAR). Ja para linhagem SEG6, houve uma inibicdo da respiragéo
celular, compativel com os maiores niveis de H202 e de lipoperoxidacdo em 72h de
exposicao ao calor, embora as enzimas antioxidantes Prxs, SOD, CAT, APX, GR,
DHAR e MDHAR tenham sido ativadas também nestas células. Uma diferenca
interessante entre as linhagens, em relagao ao sistema de defesa enzimatico, foi a
maior ativacdo das enzimas do ciclo glutationa/ascorbato na linhagem SEA1,
enquanto que na linhagem SE6 as enzimas CAT e SOD foram as mais ativas. Esses
resultados sugerem que o estresse por alta temperatura foi capaz de promover o
estresse oxidativo nas linhagens SE1 e SE6 de Araucaria angustifolia, que
responderam de forma diferenciada a esta condi¢ao, particularmente em relagédo ao
sistema enzimatico antioxidante. Tais diferencas podem estar relacionadas a
responsividade destas células a maturagdo. Estudos futuros devem ser realizados
para explorar e comprovar esta hipotese.

Palavras-chave: Araucaria angustifolia, linhagens SE1 e SEG6, estresse oxidativo,
estresse pelo aumento de temperatura.



ABSTRACT

Araucaria angustifolia is a conifer from Araucariaceae family that was
intensively explored in the 50's and 70's. As consequence, this species is currently
classified as critically endangered and listed in the Red List of Threatened Species of
the International Union for Conservation of Nature (IUCN). This critical scenario
motivates investigations to establishing strategies that may contribute to the
preservation of this species. In this sense, somatic embryogenesis is an interesting
experimental tool, since it enables to evaluate the cellular responses to variations in
the culture conditions, and also to characterize and differentiate these cells in relation
to pre-established parameters. It is known that climate changes, such as the Global
warming can impair plant development. Considering that Araucaria is a species at
risk of extinction and that its development may be influenced by the Global warming,
the aim of this study was to evaluate the effects of heat stress (30 + 1°C) for 24, 48
and 72 h on A. angustifolia cells line, responsive (SE1) and nonresponsive (SE6) to
maturation, with particular focus on oxidative stress. Cell viability, morphology and
respiration, H202 and lipid peroxidation levels and enzymatic activity of Peroxidases
(Prxs), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX),
glutathione reductase (GR), dehydroascorbate reductase (DHAR) and
monodehydroascorbate reductase (MDHAR) were evaluated. The results showed
that the heat stress (30 + 1°C) by 24, 48 and 72h, apparently did not change the
morphology of both cell lines. However, there was a reduction in the viability of SE1
in all stress conditions and for SE6 from 48h. High levels of H202 after 24h of
exposition were found for SE1 and SEG lines, being higher for SE6 line. Interestinigy,
at 48 and 72h, H202 levels decreased in SE1 line, while in SE6 the values returned to
the control levels (25 £ 1 ° C). The decrease in peroxide levels in SE1 line may be
associated with the increase in basal respiration at 24h as well as with the high
activity of antioxidant enzymes (Prxs, SOD, APX, GR, DHAR and MDHAR). In SE6
line, there was an inhibition of cellular respiration, in agreement with the high levels
of H202 and lipid peroxidation at 72h of heat exposure. However, the antioxidant
enzymes Prxs, SOD, CAT, APX, GR, DHAR and MDHAR were more activated in
comparison to the control. Regard to the enzymatic defense, an interesting difference
was found between the cell lines. There was a significant increase in the activitivity of
enzymes from glutathione/ascorbate cycle for SE1 line, while in SE6 CAT and SOD
were the most active. These results suggest that stress by high temperature was
able to promote oxidative stress in SE1 and SEG6 cell lines. However, the reponses to
this condition were different, particullary in relation to the antioxidant enzyme
systems. In addition, it is possible that such differences may be related to their
responsiveness to maturation. Further studies must be performed to evaluate this
hypothesis.

Keywords: Araucaria angustifolia, SE1 and SEG6 lines, oxidative stress, heat stress.
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1 INTRODUGAO

A Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze, também conhecida como
araucaria ou pinheiro do Parana, € uma conifera da familia Araucariaceae (REITZ E
KLEIN, 1966), de ocorréncia natural na Floresta Ombrofila Mista no bioma Mata
Atlantica do Brasil (MANTOVANI, 2004). Esta espécie possui uma madeira de alta
qualidade, sendo a unica conifera nativa de importancia econémica no Brasil
(ASTARITA e GUERRA et al., 2002). Por este motivo foi muito explorada nas
décadas de 50 a 70 (MATTOS, 1994) e, em virtude disso, atualmente restam
apenas1-4% de sua area original. Assim, o pinheiro do Parana encontra-se
atualmente classificado como uma espécie em perigo de extingdo pela Unido
Internacional de Conservagao da Natureza (IUCN) (THOMAS, 2013).

Como estratégia para evitar a extingdo desta espécie, é de crucial
importancia o entendimento dos fatores bidticos e abidticos envolvidos no seu
desenvolvimento, para elaborar meios de propagacdo mais rapidos e eficazes.
Neste contexto, a embriogénese somatica € uma técnica de micropropagacéo
amplamente utilizada na biotecnologia florestal. Esta técnica envolve o
desenvolvimento de embrides somaticos, o que muitas vezes prossegue através de
estagios morfolégicos que se assemelham a embriogénese zigética (DONG e
DUNSTAN, 1999; GUERRA et al., 1999). O sucesso da micropropagagao in vitro
depende do entendimento e do comportamento das células em cultura, levando-se
em consideragao as trocas gasosas, a utilizagao de carbono, as interagdes celulares
com o0 meio e a extrusdo de compostos inibidores ou estimulantes (ASTARITA e
GUERRA, 2000). Jo e colabodores (2014), utilizando a embriogénese somatica,
estabeleceram e caracterizaram, quanto a responsividade a maturagcdo, duas
linhagens de A. angustifolia, utilizadas neste estudo. A linhagem SE1, que é
responsiva a maturagao e, a linhagem SEBG, células bloqueadas a maturagao.

Alguns fatores externos podem afetar o desenvolvimento da A. angustifolia,
entre estes a temperatura. Segundo informagdes divulgadas pelo site Climate
International, que explora dados divulgados pela National Aeronautics and Space
Administration (NASA), a temperatura do planeta esta aumentando e podera
ultrapassar 45 °C no més de julho de 2100 (NASA, 2014). Temperaturas elevadas
representam uma situagcéo de estresse para as plantas, resultando no aumento dos

niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) como o radical superdéxido (O2-),
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peroxido de hidrogénio (H202), radical hidroxila ("OH) e oxigénio singlete ('O2)
(NAVROT et al., 2007). Por sua vez, as ROS podem causar danos oxidativos em
diferentes biomoléculas, como proteinas e lipideos, podendo levar a morte celular
(GILL e TUTEJA, 2010).

Para evitar os danos causados por ROS, as plantas possuem defesas
antioxidantes representadas pelas enzimas superédxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), ascorbato peroxidase (APX), glutationa redutase (GR), Glutationa peroxidase
(GPX), dehidroascorbato redutase (DHAR) e monodehidroascorbato reductase
(MDHAR) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; FOYER e NOCTOR, 2011). Além
das enzimas, os niveis de ROS também sdao modulados pela glutationa (GSH), acido
ascorbico (ASA), tocoferois (TOC) e os compostos fendlicos (AHMAD et al., 2008;
JALEEL et al., 2009).
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1.1 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Sabe-se que o aquecimento global pode afetar o desenvolvimento de
diferentes espécies vegetais, incluindo a A. angustifolia que se encontra em risco de
extingdo. Como descrito, as culturas de células embriogénicas de A. angustifolia
constituem um bom modelo para o estudo da fisiologia desta espécie, permitindo a
avaliacdo de parametros bioquimicos em diferentes condigdes de cultivo. Por sua
vez, este conhecimento é essencial para o estabelecimento de técnicas de
micropropagacgao que sejam efetivas para a conservacao da espécie.

Assim, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar a resposta das células
embriogénicas de A. angustifolia com diferentes potenciais de maturacdo (células
SE1 e SE6) submetidas ao estresse pelo calor (30 °C), com enfoque particular no
estresse oxidativo.

Como objetivos especificos, em células embriogénicas de A. angustifolia
(SE1 e SEG6) expostas ao estresse pelo calor (30 °C por 24, 48 e 72 horas) foram

avaliados os seguintes parametros:

a) Viabilidade e morfologia celulares;

b) Niveis de H202;

c) Atividade das Peroxidases;

d) Lipoperoxidagéo;

e) Atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT, APX, GR, DHAR e
MDHAR);

f) Respiragao celular.



1.2 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Cultivo das células embriogénicas de A.
angustifolia 25 °C (SE1, SE6)

19

A. angustifolia expostasao
estresse 30 ° C (24, 48 e 72 horas)

FONTE: o autor (2017).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Araucaria angustifolia

A Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze, também conhecida como
araucaria ou pinheiro do Parana, é uma conifera da familia Araucariaceae (REITZ e
KLEIN, 1966), de ocorréncia natural na Floresta de Araucaria ou também chamada,
Floresta Ombrdfila Mista no bioma Mata Atlantica do Brasil (MANTOVANI et al.,
2004).

Segundo Mattos (1994), a Araucaria angustifolia € a espécie que possuia
maior area de distribuicido no mundo. No Brasil, as florestas naturais de araucaria
ocupavam originalmente 185.000km?, distribuidas principalmente no Parana, Santa
Catarina, Rio Grande do Sul e em pequenas areas de Sao Paulo, Rio de Janeiro e
Minas Gerais (CARVALHO et al., 1994).

Em relacdo ao desenvolvimento, a A. angustifolia € extremamente exigente,
sendo fatores como a altitude e o clima determinantes para a ocorréncia ou ndo da
espécie. A araucaria ocorre em altitudes entre 600 a 800 metros, (SHIMIZU e
OLIVEIRA, 1981; SCHEEREN WEBER et al., 2000), sendo encontrada em
pequenas areas da Argentina (Misiones) e Paraguai, em altitudes que chegam a
2300 metros (THOMAS, 2013). Ocorrem em clima temperado uUmido com
temperaturas médias anuais entres 13 e 18°C e com minimas inferiores a 0°C em
algumas regides (SHIMIZU e OLIVEIRA, 1981; BEHLING, 1997; SCHEEREN
WEBER et al., 2000).

O reflorestamento desta espécie é limitado por condigdes especificas
requeridas para seu cultivo, como a temperatura e as caracteristicas de solo, que
deve ter profundidade e capacidade de retencdo de agua adequados. Variaveis
desta natureza interferem no crescimento e desenvolvimento da planta (CASSOL,
1982; SCHEEREM et al., 2000).

A Araucaria necessita também de uma grande demanda de nutrientes para
o seu desenvolvimento, como de nitrogénio, fosforo, potassio, calcio, magnésio e
boro (BLUM, 1977; CASSOL, 1982; SCHEEREM et al., 2000). Estes fatores
associados com o longo periodo reprodutivo entre a polinizagdo e a formagao das
sementes, que perdura por cerca de quatro anos (THOMAS, 2013), dificultam seu
reflorestamento em grande escala (ASTARITA e GUERRA, 2000).
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O pinheiro do Parana produz anualmente cerca de 40 pinhas, chegando a
atingir até 200 pinhas por planta (CARVALHO, 1994). As arvores jovens sO se
tornam competentes para a reprodugdo com no minimo 12 anos de idade
(THOMAS, 2013). Trata-se de uma espécie de grande porte que produz uma
semente rica em carboidratos, fonte de alimento para o homem e outros animais
(MANTOVANI et al., 2004). Além disso, possui uma madeira de alta qualidade,
sendo a unica conifera nativa de importancia econdmica no Brasil (REITZ e KLEIN,
1966; GUERRA et al., 2002). Este foi o principal motivo de sua exploragao,
intensificada apds 1934, atingindo o apice entre as décadas de 50 e 70 (MATTOS,
1994). Em um periodo de 20 anos cerca de 5 milhdes de hectares de florestas de A.
angustifolia foram cortados (BEHLING, 1997) e, em decorréncia disso, atualmente,
restam apenas 1-4% da sua area original (MANTOVANI et al., 2004).

E muito importante para manutencéo desta espécie que os fatores bidticos e
abioticos envolvidos em sua expansao sejam investigados e conhecidos (DUARTE
et al., 2006; FONTOURA et al., 2006). Para evitar sua extingéo, o reflorestamento é
fundamental, o que exige meios eficientes e rapidos para sua propagacgéo
(STEFENON et al.,, 2009; KLIMASZEWSKA et al., 2011). Neste sentido, a
embriogénese somatica tem se mostrado bastante promissora. Esta técnica é uma
importante ferramenta para o estudo da fisiologia desta planta e também possibilita o

desenvolvimento de métodos de propagacgéo mais eficientes (GUERRA et al., 1999).

2.2 EMBRIOGENESE SOMATICA

Embriogénese somatica (ES), também denominada embriogénese
assexuada, é definida como uma demonstragao da totipoténcia das células vegetais.
Este processo de embriogénese é analogo ao da embriogénese zigdtica, no entanto,
as células somaticas sdo as precursoras do embrido sem que ocorra a fusdo de
gametas (GUERRA et al., 1999).

Dentre as diferentes abordagens experimentais utilizadas para investigar
aspectos fisioldgicos e bioquimicos da A. angustifolia, a técnica de micropropagagéao
por embriogénese somatica tem se destacado. Culturas embriogénicas de A.
angustifolia sao obtidas através de embrides zigéticos, que sao retirados de cones
femininos (pinhdes) imaturos e inoculados no meio basico de crescimento celular
(VON ARNOLD e ERIKSSON, 1981).
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Nesta técnica, a partir do cultivo in vitro, um conjunto de células somaticas
da inicio a formacdo de embrides somaticos, que se desenvolvem originando um
agregado de células ou massas pro-embrionarias (PEMs) (PALOVAARA e
HAKMAN, 2008). Estagios morfolégicos que se assemelham aos da embriogénese
zigotica também podem ser alcangados através de variagbes no meio de cultivo
(DONG e DUNSTAN, 1999; GUERRA et al., 1999). A principal diferenca entre a
embriogénese zigotica e a somatica € que embrides somaticos crescem livres de
dependéncias fisicas, fisiolégicas e genéticas, o que ndo ocorre durante o
desenvolvimento de um embrido zigético (ZIMMERMAN, 1993).

O sucesso da micropropagacao in vitro depende do entendimento e do
comportamento das células em cultura, levando-se em consideracdo as trocas
gasosas, utilizagdo de carbono, interagdes celulares com o meio e a extrusao de
compostos inibidores ou estimulantes, entre outros (ASTARITA e GUERRA, 2000).

Para A. angustifolia, os fatores e as condigdes que interferem nos estagios
iniciais da embriogénese somatica sao conhecidos (ASTARITA e GUERRA, 1998;
ASTARITA e GUERRA, 2000; SANTOS et al., 2002; SILVEIRA et al.,2002;
STEINER, et al., 2005; SANTOS, et al., 2008; SANTOS et al., 2010). Dentre aqueles
que podem alterar a indugdo e a manutengcdo das culturas embriogénicas de A.
angustifolia, destacam-se as poliaminas (PAs), considerando sua importancia na
sinalizacdo celular, modificando o crescimento e a morfologia destas células a partir
da modulagao dos niveis enddgenos de PAs e da atividade das bombas de protons
(DUTRA et al, 2010). A proliferacéo e diferenciacéo das células embriogénicas de A.
angustifolia in vitro sdo influenciadas também pela presengca do acido abscisico
(ABA), agentes osmoticos, carvao ativado e fontes de carbono (ASTARITA E
GUERRA, 2000; SANTOS et al.,2002; STEINER et al., 2005; SILVEIRA et al., 2006;
STEINER et al., 2007; SANTOS et al., 2008). O ABA, em conjunto com alguns
carboidratos como a sacarose e maltose, € essencial para a maturacdo somatica dos
embrides em coniferas (VON ARNOLD et al., 2002; STEINER et al., 2007; SILVEIRA
et al., 2006; ASTARITA E GUERRA, 2000).

Outros estudos apontam que a presenga de fitorreguladores, como o acido
2 4-diclorofenoxiacético (2,4-D), cinetina e benzilaminopurina (BAP) e, até mesmo o
gendtipo da planta mé&e, podem alterar o desenvolvimento e a indug¢ao das culturas
de coniferas (TAUTORUS et al., 1991; SANTOS et al., 2002; STEINER et al., 2005).

No entanto, ndo s&o conhecidos todos os fatores que afetam a ES, principalmente
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nos estagios mais avancados de desenvolvimento desse processo (DO
NASCIMENTO VIEIRA et al., 2012; JO et al., 2014).

Jo e colaboradores (2014) realizaram um importante estudo em que
cultivaram células embriogénicas provenientes de diferentes plantas mae, em meios
contendo agentes de indugao e maturagao, para determinar a capacidade dessas
culturas de desenvolverem embrides somaticos (SE). Como resultado, as células
embriogénicas de A. angustifolia que apresentaram o desenvolvimento cotiledonar,
foram classificadas como linhagens sensiveis as condicbes de maturacdo (SE1),
enquanto que as que nao apresentaram este desenvolvimento foram classificadas
como linhagens celulares com desenvolvimento bloqueado (SE6). As linhagens SE1
SEG6 tornaram-se, entdo, importantes modelos de estudo para o entendimento da

resposta das células embriogénicas de A. angustifolia a condicdes de estresse.

2.3 LINHAGENS RESPONSIVAS (SE1) E NAO RESPONSIVAS (SE6) A INDUCAO
DE MATURACAO

Segundo Jo e colaboradores (2014) o desenvolvimento de embrides
somaticos na linhagem SE1 esta associado a presenga da enzima S-adenosil-
metionina sintase. Esta enzima, relacionada com a elevada biossintese de etileno,
catalisa a conversdo da metionina a S-adenosil-metionina (SAM), que se converte a
acido aminociclopropano carboxilico (ACC) pela agdo da ACC sintetase, que
finalmente & oxidado a etileno pela ACC oxidase (WANG et al, 2002).
Metiltransferases utilizam SAM como fonte de metil, sendo que elevados niveis de
metilacdo do DNA durante a embriogénese estdo associados a modelagem da
cromatina e seletividade para o crescimento de embrides somaticos (STASOLLA et
al., 2004). Além disso, a linhagem SE1 apresentou niveis mais elevados de ROS, o
que poderia desencadear a morte celular programada (MCP), que segundo Bozhkov
e colaboradores (2005) pode ser um evento importante para diferenciagdo de PEMs
a SE.

Para a linhagem SE6, Jo e colaboradores (2014) destacaram a presenca da
subunidade F da NADH desidrogenase, o que poderia contribuir para os niveis

inferiores de ROS nestas células em comparacdo a SE1. Com base nestes



24

resultados, os autores sugeriram que o estado redox celular € importante para o
desenvolvimento dos embrides somaticos.

Os resultados de Santos e colaboradores (2016) estdo de acordo aos
descritos por Jo e colaboradores (2014). Os autores demonstraram maior expressao
de proteinas relacionadas a condigao de estresse oxidativo na linhagem SE1. Entre
estas, as enzimas L-ascorbato peroxidase (APX) e a deidroascorbato redutase
(DHAR), duas enzimas integrantes do ciclo glutationa-ascorbato. Para a linhagem
SEG6 foi encontrada uma maior abundancia de duas proteases asparticas (APs) e
proteinas relacionadas a dessecagado de plantas, ambas relacionadas com o
desenvolvimento de sementes. A ocorréncia dessas proteinas pode estar
relacionada com o desenvolvimento mais tardio de embrides somaticos (SANTOS et
al., 2016).

Apesar das linhagens terem diferentes potenciais embriogénicos, ambas
possuem o0s mesmos tipos celulares, as células embrionarias e suspensoras. As
células embrionarias sdo pequenas, isodiamétricas, com citoplasma denso e estao
relacionadas com a competéncia para o desemvolvimento celular. As células
suspensoras, sao alongadas e vacuoladas (STEINER et al., 2005; ASTARITA e
GUERRA, 2000; VALENTE et al., 2012).

2.4 ESTRESSE POR VARIAGCAO DE TEMPERATURA

Como mencionado, variacdes de temperatura podem constituir um fator de
estresse em vegetais. Temperaturas mais elevadas podem impactar inclusive a
produtividade de algumas plantas. Neste sentido, Hatfield e Prueger (2015)
observaram que temperaturas mais altas podem afetar significativamente o
rendimento de grdos na cultura do milho, reduzindo em até 80-90% em relac&o a
producado em temperaturas consideras ideais (25 °C). Estes efeitos sao evidenciados
pelo aumento da senescéncia, o que resulta na redug¢ao da capacidade das culturas
em preencher os graos. Para as espécies Fagus sylvatica e Rhododendron
catawbiense estressadas pelo calor, demonstrou-se o esgotamento do conteudo de
agua das folhas submetidas ao estresse (BUITRAGO et al., 2016).

Em algumas espécies, a termotolerancia pode ser induzida. Em plantulas de
soja cultivadas (28°C) realizou-se um pré-tratamento de duas horas subsequentes a

40°C e a 45°C, e outro apenas por duas horas a 45°C. Observou-se que somente as
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plantas submetidas a dois pré-tratamentos (40°C e 45°C) mantiveram seu
desenvolvimento, indicando que a termotolerancia foi induzida (BUCHANAN et al.,
2015). Ainda neste contexto, para o espinafre (Spinacia oleracea), tém sido
identificadas variedades tolerantes ao frio, mas sensiveis ao calor. A variedade de
espinafre "ilha" é adequada para os periodos de verdo. Analises de transcriptoma e
expressao génica foram realizadas em diferentes variedades de folhas de espinafre
"ilha" cultivados a 24 °C (controle) e expostas a 35 °C durante 30 min e 5 h. Uma
grande quantidade de genes foram diferencialmente modulados pelo calor e
identificados (YAN et al., 2016).

Os fatores de transcricdo de choque térmico A2s (HsfA2s) sao importantes
reguladores da resposta de plantas a temperaturas elevadas. Neste sentido, Wang e
colaboradores (2016) isolaram um gene HsfA2 (CtHsfA2b) de uma espécie de
grama de estagao quente, (Cynodon transvaalensis), para determinar as fungdes
fisiolégicas e regulacédo da transcricdo de HsfA2 na tolerancia ao calor. Analises de
expressao génica revelaram que CtHsfA2b poderia desempenhar um papel positivo
na protegcédo contra o calor devido ao aumento na taxa de transcricdo de proteinas
relacionadas a defesa antioxidante e chaperonas, melhorando a tolerancia dessas
plantas a altas temperaturas. Os autores sugeriram que a expressao desse gene
poderia induzir a tolerancia a altas temperaturas em espécies normalmente
sensiveis ao calor.

Em relacdo a Araucaria angustifolia, Zarpelao (2014) e Kaziuk (2014)
demonstraram que o estresse a 30 e 37°C por até 19 horas ndo afetaram a
viabilidade e a morfologia das células embrionarias em cultura. Porém, Zarpeléao
(2014) demonstrou a ativagdo da enzima catalase apds 12h de estresse a 30°C
nestas ceélulas.

Em estudo desenvolvido por Clenilso e colaboradores (2007) com pinhdes
de Araucaria angustifolia em diferentes temperaturas de armazenamento (2, 10, 20,
30, 40 e 50°C) observou-se que a taxa respiratéria aumentou consideravelmente
com o aumento da temperatura, na faixa de temperatura de 2 a 37,1°C. Por outro
lado, houve reducgao significativa da respiragdo com o aumento da temperatura de
37,1 para 50°C. Os autores também observaram que a germinagédo dos pinhdes na
temperatura de 20°C (~55% dos pinhdes germinados aos 26 dias de

armazenamento), foi reduzida em temperaturas menores (~1% e 21% de
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germinagao nas temperaturas de 2 e 10°C, respectivamente) ou maiores (9% e <1%
de germinacgao nas temperaturas de 30°C e 40-50°C, respectivamente).

Nao somente temperaturas elevadas interferem no desenvolvimento e
fisiologia vegetal. Em baixas temperaturas algumas plantas podem sofrer grandes
danos, principalmente nas membranas celulares, devido ao congelamento (YADAV,
2010).

Em trabalho de revisdo sobre a tolerancia de plantas ao congelamento
Thomashow (1999) descreve que a aclimatagéo ao frio induz a expressao de certos
genes de proteinas que estabilizam as membranas contra danos induzidos pela
formacao de cristais de gelo. Sun e colaboradores (2016) verificaram o efeito da
baixa temperatura (4 °C) em videiras (V. amurensis e V. vinifera) e observaram que
houve um aumento na liberagao de etileno. Os autores sugeriram que este hormdnio
tem um papel positivo na resposta ao estresse pelo frio na videira, devido ao
aumento na expressao do gene VaERF057, envolvido na regulagédo da expressao de
proteinas anticongelamento.

Em estudo para avaliar o efeito da temperatura em culturas embriogénicas
de A. angustifolia, Valente e colaboradores (2012) demonstraram que o estresse
pelo frio (4°C durante 24 h ou 48 h) promoveu um estimulo na atividade da proteina
desacopladora de plantas (PUMP), aumentando sua atividade em cerca de 45% e
expressdo em 40% em 24h e 150% em 48 h, Furlanetto (2014) demonstrou o
aumento de 35% nos niveis de H202 e de 14 e 30% na lipoperoxidacdo de
mebranas de células embriogénicas de A. angustifolia estressadas pelo frio a 4 °C
por 24 e 48h, repectivamente. Além disso, a autora demonstrou a reducédo da
atividade da enzima catalase (CAT) e aumento na atividade das enzimas ascorbato
peroxidase (APX), dehidroascorbato redutase (DHAR) e inibicdo das NAD(P)H
desidrogenases alternativas. Esses dois estudos demonstraram que o estresse pelo

frio foi capaz de levar essas culturas a uma condigao de estresse oxidativo.

2.5 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS) — ESTRESSE OXIDATIVO E
DEFESAS ANTIOXIDANTES

O papel de ROS na sinalizagao celular vem sendo amplamente estudado.
Segundo Bailey-Serres e Mittler (2006), ROS podem atuar no controle de processos

como crescimento, desenvolvimento, resposta a estimulos ambientais bidticos e
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abidticos, além de interferirem na expressao de diversos genes. Nas células, ROS
podem regular uma infinidade de vias metabdlicas (DALTON et al., 1999;
PITZSCHKE et al., 2006).

Em plantas, condi¢des de estresse podem ocasionar o aumento dos niveis
de espécies reativas de oxigénio (ROS), como o radical superoxido (O2), peroxido
de hidrogénio (H203), radical hidroxila ("OH) e oxigénio singlete ('O2) (Navrot et al.,
2007). As mitocbndrias sao alvos vulneraveis a danos induzidos por ROS, ja que
estdo constantemente gerando estas espécies devido a incessante atividade da
cadeia respiratéria mitocondrial (BOVERIS e CHANCE, 1973; TURRENS, 1997).
Além disso, as ROS podem causar danos oxidativos em outras biomoléculas, como
por exemplo, aos lipideos de membrana tendo como resultado a lipoperoxidacao, o
que pode desencadear a morte celular programada (MCP) (GILL e TUTEJA, 2010).

Como estresse se entende todo e qualquer fator que promova uma situagao
desvantajosa para a planta, sendo considerado um dos principais fatores limitantes
para a produtividade e crescimento agricola. Como as plantas estdo expostas as
condicbes ambientais, estdo em contato constante com diferentes agentes
estressantes que alteram o seu metabolismo, crescimento e produtividade (DAT et
al., 2000; KEEGSTRA e THOMASHOW, 2002; VRANOVA et al, 2002;
HOEBERICHTS e WOLTERING, 2003; NOGUEIRA, 2004). Estresses abidticos
(salinidade, extremos de temperatura, radiagdo ultravioleta e osmolaridade) e
estresses bioticos (patdgenos) induzem a diferentes padrdes de respostas nas
plantas, uma vez que as células precisam se adaptar as novas condi¢des
(NOGUEIRA, 2004; REDDY et al., 2004; TAYLOR et al., 2005; PASTORE et al.,
2007).

Independentemente, se o estresse € bidtico ou abidtico, as plantas possuem
mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos para a protecdo contra os efeitos
deletérios das ROS. O mecanismo enzimatico € composto pelas enzimas superdoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e outras quatro enzimas importantes que
constituem o ciclo da Glutationa/Ascorbato (FIGURA 1): a Ascorbato peroxidase
(APX), glutationa redutase (GR), Glutationa peroxidase (GPX), Glutationa S-
transferase (GST), peroxidases (Prxs), dehidroascorbato redutase (DHAR) e
monodehidroascorbato reductase (MDHAR) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007;
FOYER e NOCTOR, 2011).
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O sistema ndo enzimatico inclui a glutationa (GSH), acido ascérbico (ASA),
tocoferdis (TOC) e os compostos fenolicos (AHMAD et al., 2008; JALEEL et al.,
2009). Vale ressaltar ainda que em mitocdndrias vegetais, estao presentes enzimas
adicionais na cadeia respiratéria em comparagao as mitocéndrias animais, sendo: a
Oxidase Alternativa (AOX), a proteina desacopladora de mitocondrias de plantas
(PUMP) e as NADP(H) desidrogenases alternativas. Estas enzimas, em especial, a
AOX e PUMP contribuem para a reducao dos niveis de ROS (VERCESI et al., 1995).
A AOX catalisa a oxidacdo do ubiquinol e a concomitante redu¢ao do O2 a H20, sem
o bombeamento de protons e, consequentemente, sem a sintese de ATP. Por sua
vez, a PUMP favorece a reentrada de prétons na matriz mitocondrial, promovendo o
colapso do gradiente eletroquimico de proétons e o aumento da velocidade do
transporte de elétrons. Valente e colaboradores (2012) além de caracterizar a
presenca de AOX e PUMP em mitocondrias de A. angustifolia sugeriram que a
PUMP poderia contribuir para superar condigdes de estresse oxidativo devido a sua

capacidade de controlar os niveis de ROS.

FIGURA 1 — CICLO GLUTATIONA/ASCORBATO

2 GSH

NADPH W\NADP+

GSSG

FONTE: O autor (2017).

LEGENDA: Principais enzimas que compdem o ciclo glutationa/ascorbato: glutationa redutase (GR),
dehidroascorbato redutase (DHAR), monodehidroascorbato reductase (MDHAR) e Ascorbato
peroxidase (APx). GSH — glutationa reduzida, GSSG - glutationa oxidada, ASA - acido ascorbico;
DHA - Dehidroascorbato, MDHA — Monodehidro ascorbato.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 REAGENTES

HEPES, EGTA, EDTA, acido glutamico, acido malico, NADH, FCCP, BSA
livre de acidos graxos, epinefrina, cisteina, acido L-ascérbico, glutationa reduzida,
ascorbato oxidase, NADPH, glutationa oxidada, Triton X-100, MTT, Kit Amplex Red,
tiamina, piridoxina, acido nicotinico, glicina, L-glutamina, mio—inositol e Gelrite®
foram adquiridos da Sigma Aldrich® (EUA). Sacarose, molibdato de sédio, sulfato de
manganés, sulfato de ferro, DMSO e outros reagentes utilizados, com alto grau de
pureza, foram adquiridos da Merck® do Brasil. Todas as solugbes utilizadas foram

preparadas com agua ultrapura obtida em purificador Millipore MilliQ®.

3.2 CULTIVO DAS LINHAGENS EMBRIOGENICAS DE A. angustifolia

As linhagens celulares SE1 e SE6 foram doadas pela professora Dra. Eny
lochevet Segal Floh (IBUSP), cultivadas em incubadora a 25 + 1 °C no escuro, com
repiques a cada 21 dias, conforme descrito por Jo et al. (2014). O meio de cultura
utilizado foi 0 MSG basico (BECWAR et al., 1989), suplementado com sacarose (30
g.L"), L-glutamina (1,46 g.L*"), mio-inositol (0,1 g.L") Macronutrientes (50 ml.L"),
Micronutrientes (10 ml.L"), Ferro (5 ml.L-") e vitaminas (10 ml.L"") solidificados em
Gelrite® (Sigma Aldrich).

3.3CONDICOES DE ESTRESSE

As Células embriogénicas de A. angustifolia (SE1 e SE6) foram expostas ao
estresse pelo calor de 30 + 1°C em incubadora (TECNAL TE-420), por um periodo
de 24, 48 e 72 horas na auséncia de luz. As linhagens do grupo controle foram

mantidas em incubadora a temperatura de 25 + 1°C, também no escuro.

3.4 ANALISE MORFOLOGICA

A avaliagao da morfologia celular foi realizada apds coloragédo com carmim
acético 1% (p/v) e azul de Evans 0,5% (p/v) (GUPTA e DURZAN, 1987; VALENTE et
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al., 2012), durante 3 minutos. Em seguida, o corante em excesso foi retirado, a
massa celular foi centrifugada (2000 x g) por 5 min a 4 °C e lavada trés vezes em
tampéo PBS (NazHPO4 10mM, KH2PO4 1,8 mM, pH 7,2, NaCl 136,9 mM, KCI 2,7
mM). Apds a lavagem as células foram analisadas usando microscépio Axiovert 40
CFL (Carl Zeiss). As células embrionarias s&o reativas ao carmim acético, corando-
se em vermelho; ja as células suspensoras sdo permeaveis ao azul de Evans,
corando-se em azul (STEINER et al., 2005; ASTARITA e GUERRA, 2000).

3.5 VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade das células de A. angustifolia foi determinada inicialmente
através do ensaio do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio.
Este composto é reduzido, por desidrogenases de células viaveis, a formazan que
pode ser quantificado a 570 nm (MOSMANN, 1983). Para o ensaio, 330 mg de
células (peso fresco) foram incubadas por 8 h no escuro a 25 °C com tampéao PBS e
MTT 1,25 mM. Em seguida, para a extracdo dos cristais de formazan, o meio de
reacao foi desprezado e adicionado 1,5 mL de dodecilsulfato de sodio (SDS) 1%
(p/v) em metanol a 50% (v/v), seguindo-se incubagdo por 30 min a 60 °C para
solubilizacdo dos cristais. Apds a incubacéo, o material foi centrifugado (9000 x g)
por 5 min a temperatura ambiente e a absorbancia do sobrenadante foi determinada
em leitor de microplacas (BioTek EPOCH), em comprimento de onda de 570 nm
(CASTRO-CONCHA et al., 2006). Os resultados foram expressos como
percentagem em relacao ao controle (100%).

Como segundo método para avaliar a viabilidade utilizou-se a coloragdo com
Diacetato de fluoresceina (FDA) e lodeto de Propidio (Pl). O FDA é um composto
apolar capaz de penetrar nas células vegetais e, quando internalizado, € hidrolisado
por esterases, emitindo fluorescéncia de cor verde (JONES e SENFT, 1985; HUANG
et al., 1986; VALENTE et al., 2012). Por sua vez o Pl tem a capacidade de se
intercalar no DNA apenas de células inviaveis, mortas ou em processo de morte,
emitindo fluorescéncia de cor vermelha. Para a analise de viabilidade por coloragao
com PI/FDA as células (500 mg - peso fresco) foram incubadas com Pl (5 pg/ml) e
FDA (2,5 pg/ml) por 15 min a 25 °C em incubadora, na auséncia de luz. Em seguida

as suspensodes celulares foram centrifugadas (2000 x g) por 5 min a 4 °C, lavadas
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trés vezes em tampao PBS e analisadas em microscoépio de fluorescéncia, utilizando
filtros verde e violeta em microscopio Axiovert CFL 40 (Carl Zeiss).

Para os controles de morte celular, tanto para o MTT como para o FDA/PI,
as células passaram por trés ciclos de congelamento e fervura, seguindo-se a

metodologia descrita para cada ensaio.

3.6NIVEIS DE H202

A quantidade de H202 foi determinada utilizando-se o kit Amplex Red
Peroxido de hidrogénio/peroxidase (Molecular Probes®), de acordo com instrugdes
do fabricante. As células (400 mg de peso fresco) foram lisadas em nitrogénio
liquido, adicionando-se em seguida 1 mL de tampé&o fosfato de soédio 20 mM (pH
6,5), seguindo-se centrifugacado por 10000 x g, por 10 min a 4 °C (Wu et al., 2012).
Foram retirados 50 pl do sobrenadante que foram incubados com igual volume de
tampéao de reacgédo contendo 100 uM Amplex® Red e 0,2 U/mL de peroxidase,
durante 30 min a 25 °C, na auséncia de luz. A fluorescéncia foi determinada a partir
da oxidacao do reagente Amplex Red por H202 nos comprimentos de onda de 571
nm de excitagdo e 585 nm de emissdo. Ainda a concentragao do perdxido (nmol/mg
de célula (peso fresco) foi determinada com base em curva padrao do perdxido nas
concentracdées de 0,05 uyM a 0,6 uM. Os resultados estdo expressos como
percentagem em relacao ao controle (100%).

3.7LIPOPEROXIDACAO

A peroxidacéo lipidica foi estimada através da determinagao dos niveis de
malondialdeido (MDA), produto da oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados
(HODGES et al., 1999; HEATH e PACKER,1968). As células de A. angustifolia (1 g -
peso fresco) foram congeladas em nitrogénio liquido e maceradas. Em seguida
foram homogeneizadas em 1 mL de 4&cido tricloroacético (TCA) a 0,5% e
centrifugadas (19000 x g) por 20 min. Para 0,5 mL do sobrenadante foram
adicionados 2,5 mL de TCA a 20% contendo de acido 2-tiobarbiturico (TBA) a 0,5%.
Em seguida as amostras foram fervidas em banho-maria por 30 min. Apds esse
tempo, as amostras foram transferidas para banho de gelo e, apés o resfriamento,

foram centrifugadas a (10000 x g por 10 min). A absorbancia foi determinada a 535
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nm e 600nm. Os valores de absorbancia a 600nm correspondem a compostos
inespecificos e, por este motivo, foram subtraidos dos valores de 535nm referentes
a absorbancia do aduto TBA/MDA. As espécies reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) foram quantificadas considerando o valor do coeficiente de extingdo molar
do aduto TBA/MDA (g532= 155 mM-' cm") (HALLIWELL et al., 2000).

3.8ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Para a determinacéo da atividade da peroxidase utilizou-se o kit Amplex Red
Peroxido de hidrogénio/peroxidase (Molecular Probes®), de acordo com instrugbes
do fabricante. As células foram lisadas (400 mg - peso fresco) em nitrogénio liquido
em 1 mL de tampéo fosfato de sodio 20mM (pH 6,5), seguindo-se centrifugagao
(10000 x g) por 10 min a 4 °C. Foram retirados 50 ul do sobrenadante que foi
incubado com 50 pl de tampao contendo Amplex® Red 100 pM e H202 2mM,
durante 30 min a 25 °C, na auséncia de luz. A fluorescéncia, decorrente da oxidacao
do reagente Amplex Red por H202, foi determinada utilizando comprimentos de onda
de 560 nm de excitagdo e 590 nm de emissao. Os resultados estdo expressos como
percentagem em relagao ao controle (100%).

Para determinar a atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) 2,5 g de
de células (peso fresco) foram lisadas em nitrogénio liquido em 5 mL de meio de
extracdo constituido de fosfato de sodio 100 mM (pH 7,8), EDTA 1 mM,
polivinilpolipirrolidona 2% (PVPP) e Triton X-100 0,1%. Esta suspensado foi
centrifugada (22000 x g) por 10 min a 4°C e o sobrenadante foi retirado e foi
centrifugado novamente (22000 x g) por 10 min a 4°C. O novo sobrenadante foi
coletado e dialisado por 4 h em tampéao de extracdo (sem PVPP), com troca do
tampéao de extragcdo a cada 1 h. Em seguida, a atividade da enzima foi monitorada a
30 °C em 1 mL de meio de reagado constituido de tampao bicarbonato 50 mM (pH
9,8), EDTA 0,1 mM e epinefrina 0,3 mM. A oxidagao da epinefrina a adrenocromo foi
monitorada a 480 nm, durante 5 min. A atividade da SOD foi expressa em unidades,
em que uma unidade de SOD corresponde a 50% de inibicdo da oxidacao da
epinefrina (VERMA e DUBEY, 2003; VALENTE et al., 2012).

Para a realizacdo dos ensaios das demais enzimas, as células (0,5 g peso
fresco) foram homogeneizadas em 1 mL de tampao especifico para cada enzima

avaliada (SHOHAEL et al., 2006), em nitrogénio liquido, utilizando gral e pistilo. Em
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seguida, a solugéo obtida foi filtrada em quatro camadas de gaze e centrifugada a
22000 x g por 20 min a 4 °C. Quando necessario, o sobrenadante foi submetido a
nova centrifugacédo, nas mesmas condigdes até a obtengdo de uma solugao limpida
(SHOHAEL et al., 2006). Esta solugao foi utilizada como a fonte de enzima. A
concentragado de proteina no sobrenadante foi mensurada pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976).

Para avaliacdo da atividade das enzimas dehidroascorbato redutase
(DHAR), monodehidroascorbato redutase (MDHAR) e ascorbato peroxidase (APXx)
as linhagens celulares foram homogenizadas em tampao fosfato de sédio 100 mM
(pH 7,0) acrescido de ascorbato 5 mM, EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) 1
mM e glicerol (10%) (SHOHAEL et al., 2006). Os ensaios foram realizados em
cubetas de quartzo, a 25 °C em volume final de 1 mL. A absorbancia foi determinada
em espectrofotdmetro.

Para determinacédo da atividade da APx utilizou-se tampao fosfato 50 mM
(pH 7,0), acido L-ascérbico (ASA) 0,25 mM e H202 a 0,5 mM. A reducgédo da
absorbancia a 290 nm foi monitorada por 5 min e a atividade da enzima foi
determinada pelo utilizando o coeficiente de extingdo molar do ASA (2,8 mM-' cm™)
(SHOHAEL et al., 2006; MURSHED et al., 2008).

A atividade da DHAR foi monitorada através da reducdo do
dehidroascorbato a 290 nm por 5 minutos (DOULIS et al., 1997), utilizando 1 mL de
meio de reac&o constituido de tampédo HEPES 50 mM (pH 7,0), EDTA 0,1 mM, GSH
25 mM e DHA a 0,2 mM (SHOHAEL et al., 2006). A atividade da enzima foi
calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar do DHA (14 mM' cm™)
(MURSHED et al., 2008).

Para a determinacdo da atividade da enzima MDHAR, monitorou-se por 5
min a diminuicdo da absorbancia 340 nm devido oxidagdo do NADH, em meio de
reagao contendo tampao HEPES 50 mM (pH 7,6), ASA 2,5 mM, NADH 0,25 mM e
ascorbato oxidase 20 U/mL (SHOHAEL et al., 2006; MIYAKE e ASADA, 1992;
MURSHED et al., 2008). A atividade foi calculada utilizando-se o coeficiente de
extingdo do NADH (6,22 mM-' cm™') (MURSHED et al., 2008).

Para determinacédo da atividade das enzimas catalase (CAT) e glutationa
redutase (GR) as células foram homogeneizadas em tampéao fosfato 100 mM (pH
7,0) contendo EDTA 1mM (SHOHAEL et al., 2006) em nitrogénio liquido.
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A atividade da CAT foi determinada de acordo com Aebi (1984), pela
decomposicdo do H202 monitorada a 240 nm, em meio de reacado constituido de
tampao fosfato de sédio 100 mM (pH 7), EDTA 100 mM e H202 10 mM. O volume
final foi de 3mL e a temperatura 20 °C. O coeficiente de extingado de H202 (0,394 mM-
' cm") foi usado para calcular a atividade de CAT (MURSHED et al., 2008).

A atividade da GR foi determinada em meio de reagcdo contendo tampéao
HEPES 50 mM (pH 8,0), EDTA 0,5 mM, NADPH 0,25 mM e glutationa oxidada
(GSSG) 0,5 mM. A absorbancia foi monitorada a 340 nm e a atividade enzimatica foi
calculada utilizando o coeficiente de extingdo do NADPH (6,22 mM' cm™)
(MURSHED et al., 2008).

3.9RESPIRAGCAO CELULAR

Para o ensaio de respiracao, as células (150 mg - peso fresco) de células
foram homogeneizadas (10 vezes) em homogenizador van Potter em 1 mL de meio
de reacao contendo sacarose 0,25 M, EGTA 0,25 mM, BSA a 0,2% e HEPES 10 mM
(pH 7,2) (MARIANO et al., 2008; VALENTE et al., 2012). A respiragcao celular foi
determinada em oxigrafo de alta resolugéo (Oxygraph-2k- Oroboros®), em camaras
de 2 mL, temperatura de 28 °C e agitagao constante. Nos ensaios foram utilizados 1
mL da suspensao celular correspondente a 150 mg (peso fresco) de células em
volume final de 2 mL. Como substratos oxidaveis foram utilizados Glutamato 10mM
e Malato de sédio 10mM. Foram adicionados: o desacoplador FCCP (0,5 uM) e os
inibidores acido salicilhidroxadmico (SHAM) 4 mM e a antimicina A (AA) 0,5 uM. Os
resultados foram expressos como fluxo de oxigénio em pmols de O2/(min* mg de

células).

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estdo apresentados com média + desvio padrdao da média
(média £ dp) e foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey
para comparagao das médias. Foram considerados estatisticamente significativos os

valores comparados com significancia de p<0,05.
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4 APRESENTAGAO DOS RESULTADOS

4.1MORFOLOGIA CELULAR

Na Figura 2 estdo mostradas as culturas SE1 e SEG6, destacando suas
caracteristicas macroscépicas. Os agregados celulares ou massa pro-embrionaria
(PEM) tem aspecto branco-translucido, o qual estd associado com a competéncia
proliferativa destas células (GUERRA et al., 2000; SANTOS et al., 2002 e 2008). Por
outro lado, quando este aspecto € substituido por uma coloragédo escura de tom
marrom, o cultivo € interrompido, pois esta caracteristica esta associada a reducao
da capacidade proliferativa destas células (GUERRA et al., 2000; SANTOS et al.,
2002 e 2008).

A avaliagao microscoépica da morfologia celular foi realizada apés coloragao
com carmim acético 1% (p/v) e azul de Evans 0,5% (p/v) (GUPTA e DURZAN, 1987;
VALENTE et al., 2012). As células embrionarias s&o reativas ao carmim acético
apresentando coloragdo vermelha, ja as células suspensoras sao permeaveis ao
azul de Evans (SILVEIRA et al., 2006). Sendo as células embrionarias associadas

com a competéncia para o desenvolvimento celular (STEINER et al., 2005).

FIGURA 2 - ASPECTOS MACROSCOPICOS DE CULTURAS SE1 E SE6 de A. angustifolia

FONTE: O autor (2017).
LEGENDA: Vista macroscépica das linhagens SE1 e SE6 com 15 dias de cultura. A, B: Vista
macroscopica da linhagem SE1; C, D: Visdo macroscopica da linhagem SEG6.



36

Os resultados dos ensaios de morfologia mostram que o estresse pelo calor
(30 + 1°C), em todos os tempos avaliados, aparentemente, ndo alterou a morfologia
das linhagens SE1 e SE6, uma vez que tanto as células embrionarias como as
suspensoras apresentaram caracteristicas morfolégicas semelhantes as do grupo
controle, cultivadas a 25 + 1°C (FIGURA 3).

Sao poucos os trabalhos que avaliam o estresse por temperatura em
culturas de A. angustifolia. Valente e colaboradores (2012) demonstraram que nao
houve alteracdo na morfologia de células de A. angustifolia, nao caracterizadas
quanto a diferenciacao, apos a exposicao das culturas ao frio de 4°C por 24 ou 48h.
No entanto, houve um aumento da atividade e expressao da proteina desacopladora
de plantas (PUMP) apés o estresse. Furlanetto (2014) também observou a auséncia
de alteracbes na morfologia destas células, nas mesmas condigdes. No entanto,
houve um aumento da lipoperoxidagdo e alteracdo da atividade de enzimas
antioxidantes: reducao da atividade da enzima catalase e aumento da atividade da
ascorbato peroxidase (APx) e dehidroascorbato redutase (DHAR). Somando-se a
estes resultados, a autora também demonstrou que o estresse induzido pelo frio
reduziu a atividade das NAD(P)H desidrogenases alternativas externas, presentes
na cadeia respiratéria. Em conjunto, os resultados destes estudos sugerem que a

auséncia de alteragdes morfoldgicas ndo exclui outros efeitos do estresse.
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FIGURA 3 - MORFOLOGIA DE CELULAS EMBRIOGENICAS DE A. angustifolia

SE1 SE6
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72h
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FONTE: O autor (2017).

LEGENDA: Visualizagdo microscopica das linhagens SE1 e SE6 de células de A. angustifolia (15 dias
de cultura) coradas com azul de Evans e Carmim acético. Dois tipos de células sado identificados;
células embrionarias, que sao menores, agrupadas em agregados de células e coradas em vermelho,

e células suspensoras, que sdo alongadas, vacuoladas e coradas em azul. Controle = células
cultivadas a 25°C +1°C. Condic¢des de estresse 30 +1°C por 24, 48 e 72h.
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4.2VIABILIDADE

Para avaliar os efeitos do aumento temperatura sobre a viabilidade das
células embriogénicas de A. angustifolia utilizou-se o método MTT descrito por
Castro-Concha e colaboradores (2005). Neste ensaio, células submetidas a ciclos
de congelamento-fervura foram usadas como controle positivo da morte celular. Os
resultados (FIGURA 4) mostram que a viabilidade celular ndo foi afetada pelo
estresse pelo calor (30 + 1°C) por 24, 48 ou 72h, em comparagao ao grupo de
controle (25 °C). Resultados semelhantes, mas apds a exposi¢cado das culturas ao
frio, foram encontrados por Valente e colaboradores (2012) e Furlanetto (2014). Os
autores demonstraram que a manutencao das culturas a 4°C durante 24 ou 48h nao
promoveu alteracdes na viabilidade de células embriogénicas de A. angustifolia, nao

caracterizadas quanto a diferenciagéo.

FIGURA 4 - EFEITO DO ESTRESSE PELO CALOR NA VIABILIDADE DE CELULAS
EMBRIOGENICAS DE A. angustifolia - METODO DO MTT
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FONTE: O autor (2017).

LEGENDA: A viabilidade celular foi determinada pelo método do MTT como descrito no item 3.5 da
sec¢do de Materiais e métodos. CPMC: controle positivo de morte celular (células submetidas a trés
ciclos de congelamento e fervura); Controle: células cultivadas a 25 + 1°C. A condigéo e tempos de
estresse 30 + 1°C estdo especificados no grafico. Os resultados, expressos como % do controle,
representam a média + SD de trés experimentos independentes em duplicata. * Valores

estatisticamente diferentes do Controle p < 0,05.

Porém, na Figura 4 observa-se que no tempo de 24h, a viabilidade das

células SE6 (bloqueadas a maturagédo) do grupo controle (25°C) foi aparentemente
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maior (~8%) em relagdo ao mesmo grupo das células SE1 (responsivas a
maturagdo). Para interpretar este resultado € importante considerar o principio do
método utilizado, que se baseia na redu¢dao do MTT a formazam por desidrogenases
de células metabolicamente ativas (CASTRO-CONCHA et al., 2006, CASTRO-
CONCHA et al., 2012). Assim, este aparente aumento da viabilidade das células
SE6 em comparagcao a SE1 pode refletir apenas um aumento da atividade das
desidrogenases destas células, e nao necessariamente sua viabilidade. Para
esclarecer estes resultados optou-se por realizar um segundo ensaio de viabilidade
utilizando iodeto de propideo (Pl) e diacetato de fluoresceina (FDA). O PI, em
células inviaveis ou em processo de morte, pode ser internalizado e se intercalar no
DNA, emitindo fluorescéncia de cor vermelha. J& o FDA por ser apolar, é
internalizado em células viaveis e ao sofrer hidrélise pela agcao de esterases, emite
fluorescéncia de cor verde (JONES e SENFT, 1985; HUANG et al., 1986). As
imagens de microscopia estdo representadas nas figuras 5 e 6. Neste estudo, para
fins de clareza, optou-se por demonstrar estes resultados como a razdo da
fluorescéncia de FDA/PI, considerando que quanto maior o valor desta razdo maior
€ o numero de células viaveis (BOYD et al., 2008).

Os resultados da tabela 1 e das figuras 5 e 6 mostram alteragdes
significaticas na viabilidade das linhagens de A. angustifolia estressadas pelo calor
(30 £ 1°C). Para SE1 observa-se uma reducéo da viabilidade (~50%), ja partir de
24h de estresse, que se manteve em 48 e 72h. Para a linhagem nao responsiva a
maturagédo (SE6), os efeitos do estresse foram menos pronunciados e observados
somente apés 48 e 72h de exposi¢cao, com uma reducdo da viabilidade de ~45%.
Estes resultados estdo em desacordo com os de viabilidade pelo método do MTT,
que nao evidenciaram redugdes da viabilidade nas culturas submetidas ao estresse
(Figura 4). No entanto, deve-se considerar que, como ja mencionado, os métodos
tém principios diferentes. Enquanto que o método do MTT se baseia na atividade de
desidrogenases celulares, o ensaio utilizando FDA e Pl baseia-se na integridade das
membranas celulares. Assim, a auséncia de efeitos sobre a viabilidade pelo método
do MTT pode ser decorréncia de uma ativagao de vias metabdlicas em resposta ao
estresse. E importante ressaltar que métodos baseados na quantificagdo da
fluoresceina (proveniente da hidrolise do FDA), para determinar a viabilidade de
células vegetais sdao bem aceitos na literatura, incluindo em A. angustifolia
(VALENTE et al., 2012, ZAHRA et al., 2014; MAURER et al., 2010; HUANG et al.,
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1986; BERGLUND et al., 1987). Particularmente em relagé&o ao estresse, Zahra et al
(2014) demonstraram que o estresse salino (300 mM/21 dias) em pléantulas de
diferentes gendtipos (Yerong e Gairdner) de Hordeum vulgare causou a perda de
funcdo e morte celular, que foram comprovadas pela reducdo do sinal de

fluorescéncia.

FIGURA 5 - EFEITO DO ESTRESSE PELO CALOR NA VIABILIDADE DE CELULAS
EMBRIOGENICAS SE1 DE A. angustifolia - METODO FDA/PI

SE1 ~ Visivel FDA

CPMC

Controle 25°C

30°C 24h

30°C 48h

30°C 72h

FONTE: O autor (2017).

LEGENDA: A viabilidade das células de SE1 por coloragdo com PI/FDA foi determinada como
descrito no item 3.5 da segdo de Materiais e métodos. Painel da esquerda: microscopia de contraste
de fase; painel central e da direita — microscopia de fluorescéncia (Pl — cor vermelha e FDA — cor
verde). CPMC: controle positivo de morte celular (células submetidas a trés ciclos de congelamento e
fervura); Controle: células cultivadas a 25°C + 1°C. A condigéo e tempos de estresse 30 + 1°C estao
especificados na imagem. As imagens foram capturadas em microscopio Axiovert 40 CFL (Carl

Zeiss).
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FIGURA 6 — EFEITO DO ESTRESSE PELO CALOR NA VIABILIDADE DE CELULAS
EMBRIOGENICAS SE6 DE A. angustifolia - METODO FDA/PI

SEé Visivel FDA PI

CPMC
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30°C 24h ¢

30°C 48h

30°C 72h

FONTE: O autor (2017).

LEGENDA: A viabilidade das células de SE6 por coloragdo com PI/FDA foi determinada como
descrito no item 3.5 da seg¢do de Materiais e métodos. Painel da esquerda: microscopia de contraste
de fase; painel central e da direita — microscopia de fluorescéncia (Pl — cor vermelha e FDA — cor
verde). CPMC: controle positivo de morte celular (células submetidas a trés ciclos de congelamento e
fervura); Controle: células cultivadas a 25°C + 1°C. A condigéo e tempos de estresse 30 + 1°C estédo
especificados na imagem. As imagens foram capturadas em microscopio Axiovert 40 CFL (Carl
Zeiss).
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TABELA 1 — EFEITO DO ESTRESSE PELO CALOR NA VIABILIDADE DE CELULAS
EMBRIOGENICAS DE A. angustifolia - METODO FDA/PI

CPMC Controle 24 h Estress 48 h Estress 72 h Estress
SE1 SE6 SE1 SE6 SE1 SEG6 SE1 SEG6 SE1 SE6
?Si’lo‘r_fl) 6+1 17+4 100424 100+19 50+14*** 095+21 47+13*** 55+9*** 34+13*** 69+18**

(%)

FONTE: O autor (2017).

LEGENDA: A viabilidade celular foi determinada utilizando FDA e Pl como descrito no item 3.5 da
secao de Materiais e métodos. CPMC: controle positivo de morte celular (células submetidas a trés
ciclos de congelamento e fervura); Controle: células cultivadas a 25°C + 1°C. A condigéo e tempos de
estresse 30 + 1°C estdo especificados na tabela. Os resultados, expressos como % do controle,
representam a média + SD de trés experimentos independentes em duplicata. Para SE1 100%
corresponde a fluorescéncias de 6,791 UA, e para SE6 100% corresponde a fluorescéncias de 2,909
UA. Valores estatisticamente diferentes do Controle ***p < 0,0001. **p < 0,0001.

Uma vez que o estresse pelo calor (30 + 1°C) afetou a viabilidade das
linhagens SE1 e SE6 (TABELA 1) (FIGURAS 5 e 6), ensaios foram realizados para
determinar se a perda da viabilidade estaria relacionada ao aumento de H202, uma
vez que € conhecida a relagado entre o aumento dos niveis de ROS e a indugao de
morte celular (TAYLOR et al., 2005). Os resultados destes ensaios sao

apresentados a seguir.

4.3NIVEIS DE H20:

Para valiar os niveis de peroxido de hidrogénio (H202) utilizou-se o reagente
Amplex® Red, que na presenca da peroxidase (HRP) e H202 se oxida a resofurina,
que uma vez excitada a 571 nm emite fluorescéncia em 585 nm.

Em culturas embriogénicas de A. angustifolia das linhagens SE1 e SEB6,
submetidas ao estresse pelo calor (30 + 1°C) por 24h, observou-se um aumento
significativo nas quantidades de H202 de ~41% para a linhagem SE1, e ~110% para
a linhagem SE6 (FIGURA 7).

Como mencionado, condi¢cdes de estresse podem resultar em aumento de
ROS em plantas (NAVROT et al., 2007). Do mesmo modo, o aumento da
concentracao de H202 esta diretamente relacionado com a morte celular programada
(MCP) (APEL e HIRT, 2004; DESIKAN et al., 1998; LEVINE et al., 1994; SOLOMON

et al., 1999), uma vez que em presenca de metais de transi¢cao, como ferro ou cobre,
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pode levar a formagédo do radical hidroxila ("OH) através da Reagdo de Fenton. O
°OH é muito reativo e extremamente danoso as células, podendo desencadear
processos de lipoperoxidagao e MCP (MJLLER et al., 2007; KARUPPANAPANDIAN
et al., 2011; SANCHEZ-CASAS e KLESSEG, 1994; VAN BREUSEGEM et al., 2001).

FIGURA 7 - NIVEIS DE H202 DE CELULAS EMBRIOGENICAS ESTRESSADAS A 30°C

SE1 SE6
300- 300-
) ° —_
o o
§ 200- § 200-
o o .
° ° e
L: = _:__:__'E-: —
= 100- < 100 s
o o e
(@] (@] peimes
T T s
0- 0 :
N} N A
K > W v
30 °C )

FONTE: O autor (2017).

LEGENDA: Os niveis de H202 foram determinados pelo método descrito no item 3.6 da segao de
Materiais e métodos. Controle: células cultivadas a 25 + 1°C. A condicado e tempos de estresse 30 +
1°C estao especificados no grafico. Os resultados representam a média + SD de trés experimentos
independentes em duplicata. Os resultados, expressos como H202 % do controle, representam a
média + SD de trés experimentos independentes em duplicata. Para SE1 100% corresponde a 11,9
nM Hz202/mg de células (peso fresco), e e para SE6 100% corresponde a 56,9 nM H202/mg de células
(peso fresco). *** Valores estatisticamente diferentes do Controle p < 0,0001.

Para populacbes de azevém perene (Lolium perenne L.) expostas ao
estresse pelo calor (40/36°C — dia/noite) por 14 dias, Soliman e colaboradores
(2011), também demonstraram niveis elevados de H202. Os autores sugeriram que
o estresse oxidativo decorrente do aumento de temperatura € um dos fatores
determinantes, que causa elevacédo nos niveis de ROS, que é o principal causador
de danos nas populagdes de azevém perene.

Em Araucaria angustifolia Furlanetto (2014) demonstrou o aumento dos
niveis de H202 em células embriogénicas de A. angustifolia, ndo caracterizadas
quanto a diferenciagédo, estressadas pelo frio (4 °C por 24h e 48h). Valente e

colaboradores (2012) também demonstraram que o estresse pelo frio (4°C durante
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24 h e 48 h) promoveu aumento dos niveis de ROS em mitocondrias isoladas destas
mesmas culturas.

Para o sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench), Djanaguiraman e
colaboradores (2010) investigaram se o selénio poderia minimizar os efeitos do
estresse oxidativo pelo calor (40/30 °C - dia/noite). Como resultados, os autores
demonstraram que o as plantas tratadas com o selénio tiveram as defesas
antioxidantes aumentadas e também uma reducgao dos niveis de radicais superéxido
e da lipoperoxidagao. Ao contrario, plantas nido tratadas apresentaram um aumento
de 124% nos niveis de H20:2 e signicativos danos as membranas celulares.

No presente estudo, nos tempos prolongados de exposi¢cao ao calor, de 48 e
72h, para a linhagem SE6 n&o houve diferenga significatica nos niveis de H202,
havendo apenas uma discreta tendéncia de aumento. Ja para a linhagem SE1,
observa-se na Figura 7 uma diminui¢cao significativa nos niveis de H202, de ~32 e
~63% em relagéo ao controle, para 48 e 72 h, respectivamente. Esta redugéo pode
estar associada a ativagao dos sistemas antioxidantes destas células (ABIKO et al.,
2005; ALMESELMANI et al., 2006; NAGESH BABU e DEVRAJ, 2008) nestes
tempos de exposicado. Neste contexto, trabalhos relatam que o aumento dos niveis
de ROS favorece a tradugao e expressao de genes relacionados ao choque térmico
(KONIGSHOFER et al., 2008). Niveis elevados de H202 estdo associados a
expressdo de genes de resposta ao estresse oxidativo em tomate e Arabidopsis
(VOLKOV et al. 2006; MILLER e MITTLER, 2006).

A diferenga nos niveis de H202 entre as linhagens SE1 e SE6 pode estar
relacionada com modificacbes na atividade das peroxidases, assim, a atividade
destas enzimas foi avaliada frente as condicbes de estresse, sendo os resultados

apresentados a seguir.

4 4 ATIVIDADE DAS PEROXIDASES

As peroxidases podem ser encontradas em fungos, bactérias, plantas e
animais. As peroxidases de plantas (Classe lll) estdo localizadas na parede celular e
nos vacuolos. Estas enzimas s&o classificadas de acordo com suas estruturas e
propriedades cataliticas, sendo que nas plantas sdo denominadas da Classe Ill. As
peroxidases catalisam reagdes de oxirredugdo, nas quais o H202 é o aceptor de

elétrons. Estas enzimas participam de uma diversidade de reagdes e processos
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fisiologicos e em fungéo disto, existem varias isoenzimas (PASSARDI et al., 2005;
HIRAGA et al., 2001; INUPAKUTITA et al., 2016; PASSARDI et al., 2005; HIRAGA et
al., 2001; PEREIRA et al., 2014).

Para as linhagens SE1 e SE6 estressadas a 30 °C por 24, 48 e 72 h
(FIGURA 8), houve um aumento significativo da atividade destas enzimas em ~20%.
Nao houve diferenga significativa entre os tempos de estresse para as duas
linhagens. O aumento da atividade das Prxs poderia ser uma resposta celular ao
aumento dos niveis de peroxido em 24h nas duas linhagens. No entanto, como este
aumento foi da mesma magnitude nas duas linhagens, nao parece, isoladamente,

ser responsavel pela redugéo dos niveis de peroxido nas células SE1.

FIGURA 8 - ATIVIDADE DAS PRXS DE CELULAS EMBRIOGENICAS ESTRESSADAS A 30°C
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FONTE: O autor (2017).

LEGENDA: A atividade das Prxs foi determinada pelo método descrito no item 3.8 da secado de
materiais € métodos. Controle: células cultivadas a 25 + 1°C. A condigcédo e tempos de estresse 30
+1°C estéo especificados no gréfico. Os resultados representam a média £ SD de trés experimentos
independentes em ftriplicata. Os resultados estao expressos como atividade das Prxs (% do controle).
Para SE1 100% corresponde a 3,7 +0,09 U/ml de células (peso fresco), e para SE6 100%

corresponde a 4,7 0,1 U/ml mg de células (peso fresco). Valores estatisticamente diferentes do
Controle ***p < 0,0001, ** p < 0,001.

Almargo e colaborados (2009) descreveram que as Prxs da Classe Ill tém
papel importante em respostas metabodlicas em plantas submetidas a situagdes de
estresse, e ainda podem ser consideradas como biomarcadores da resposta ao
estresse (SAATHOFF et al., 2013). Neste contexto, HURA e colaboradores (2013)

observaram que ha um aumento na atividade das Prxs de Brassica napus quando
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inoculadas com esporos do fungo Leptosphaeria maculans. Liu e colaboradores
(2010) descreveram o aumento na abundancia de Prxs de Classe Ill para o arroz e o
trigo quando atacados por larvas de mosca (Mayetiola destructor).

Considerando as alteragdes na viabilidade celular (TABELA 1) nos niveis de
peréxido de hidrogénio (FIGURA 7) e a atividade das Prsx (FIGURA 8) em células
de A. angustifolia submetidas ao estresse pelo calor, na etapa seguinte deste estudo
foi investigada a ocorréncia de lipoperoxidagao nestas células, conhecidamente

associada a condic&o de estresse oxidativo e morte célular (GILL e TUTEJA, 2010).

4.5LIPOPEROXIDACAO

O estresse oxidativo pela mudanca de temperatura pode ocasionar
desnaturagao de proteinas e a peroxidagao de lipideos, promovendo alteragcdes nas
membranas celulares (RODRIGUEZ et al., 2005).

Neste estudo os niveis de malondialdeido (MDA) foram utilizados como
indicativo de lipoperoxidagdo (HODGES et al., 1999; HEATH e PACKER,1968).
Observa-se na Figura 9 que houve um aumento dos niveis de MDA nas duas
linhagens analisadas. Para as células SE1 este aumento foi de ~10% para 24h e
~34% para 48 e 72h. Ja na linhagem SE6 o aumento nos niveis de MDA foi
proporcional ao tempo de exposicao ao calor, sendo de ~9, 48 e 77% para 24, 48 e
72 h, respectivamente. Estes resultados sao interessantes quando comparados aos
de perdxido de hidrogénio (FIGURA 7). Observa-se que embora os niveis de
peréxido estejam mais elevados em 24 h, a lipoperoxidagao foi menos intensa neste
mesmo tempo de exposicado ao calor para as duas linhagens, o que pode significar
que nem todo o H202 esteja gerando o radical hidroxila. Por outro lado, a
lipoperoxidagdo foi menos intensa na linhagem SE1 onde os niveis de perdxido
foram reduzidos em 48 e 72h. Estes resultados refletem a complexidade da resposta
destas células ao estresse oxidativo resultante da exposigao ao calor.

Em células embriogénicas de A. angustifolia, ndo caracterizadas quanto a
diferenciacdo e estressadas pelo frio (4 °C por 24h e 48h) demonstrou-se um
aumento de 15% e 30% na lipoperoxidagdo (FURLANETTO, 2014), sugerindo que
alteragdes na temperatura podem de fato desencadear o estresse oxidativo nesta

especie.
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Em sementes de Araucaria bidwillii submetidas ao estresse por dessecacao
de 28 e 21% da umidade, Francini et al. (2006), descreveram um aumento
significativo nos niveis de MDA no embiao e no endosperma da semente (FRANCINI
et al., 2006).

FIGURA 9 - PEROXIDAGAO LIPIDICA EM CELULAS EMBRIOGENICAS ESTRESSADAS A 30°C
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FONTE: O autor (2017).

LEGENDA: Os niveis de malonaldeido (MDA) foram usados para determinar a peroxidagao lipidica
como descrito no item 3.7 da seg¢do de materiais e métodos. Controle: células cultivadas a 25 + 1°C.
A condicao e tempos de estresse 30 + 1°C estao especificados no grafico. Os resultados representam
a média + SD de trés experimentos independentes em triplicata. Os resultados, expressos como nmol
MDA /ml/g de células (peso fresco). Valores estatisticamente diferentes do Controle ***p < 0,0001.

A peroxidagao lipidica também foi associada a variagao de temperatura em
outras espécies como: coledptilos de trigo (Triticum aestivum L.) (Savicka e Skute,
2010), azevém (Lolium perenne L.) (SOLIMAN et al, 2011), algodao
(DJANAGUIRAMAN et al., 2009), cevada (Hordeum vulgare L.) (SAVCHENKO et al.,
2002) e em diferentes gendtipos (Jaguar 3 e TF 66) de Festuca arundinacea Schreb.
(WANG et al., 2009).

Uma vez que estresse pelo calor parece desencadear uma resposta
complexa nas linhagens de A. angustifolia, foram também avaliadas neste estudo as
atividades das principais enzimas antioxidantes frente a esta condi¢cdo, sendo os

resultados apresentados a seguir.
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4.6 ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES

O estresse por temperatura pode levar a planta ao estresse oxidativo afetar
seu crescimento e desenvolvimento ou até mesmo causar a morte celular, devido
principalmente ao aumento dos niveis de ROS (HASANUZZAMAN et al., 2012.
HASANUZZAMAN et al., 2013a). Os resultados deste estudo evidenciaram um
aumento significativo nos niveis de H202 (FIGURA 7), na atividade das Prxs
(FIGURA 8) e na lipoperoxidagao (FIGURA 9) para as duas linhagens estudadas em
resposta ao estresse pelo calor. Possivelmente estes efeitos foram capazes de
reduzir a viabilidade (TABELA 1) (FIGURAS 5 e 6), mas ndo causaram modificagdes
na morfologia (FIGURA 3) destas células, sugerindo que o mecanismo de defesa
antioxidante esta atuando de forma eficiente. Estudos demonstram que variagdes na
temperatura em plantas sdo capazes de ativar este sistema de defesa (RANI et al.,
2013; NAGESH BABU e DEVARAJ, 2008; FURLANETTO 2014; BITA e GERATS,
2013), sendo os principais: a glutationa (GSH), o acido ascérbico (ASC), os
tocoferdis (TOC) e os compostos fendlicos (AHMAD, et al., 2008; JALEEL et al.,
2009), além das enzimas superéxido dismutase (SOD) catalase (CAT), Ascorbato
peroxidase (APX), glutationa redutase (GR), Glutationa peroxidase (GPX),
dehidroascorbato redutase (DHAR) e monodehidroascorbato reductase (MDHAR)
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; GILL E TUTEJA 2010; FOYER E NOCTOR,
2011).

As superoéxidos dismutases SODs (EC 1.15.1.1) constituem a primeira linha
de defesa contra ROS e sua principal fungao é catalisar a dismutagcdo do radical
superdxido O2™ a H202 (RUBIO et al., 2004; APEL e HIRT, 2004). Estas enzimas
possuem isoformas classificadas de acordo com o ion metalico em seu sitio ativo e
sua localizagdo celular. Sao estas isoformas: as cobre e zinco superoxidos
dismutases (Cu/ZnSOD) que se localizam no citosol e cloroplastos, manganés
superoxidos dismutases (MNnSOD) que se localizam nos peroxissomos e na matriz
mitocondrial e a ferro superéxidos dismutases (FeSOD) que se localizam
principalmente nos cloroplastos (GILL e TUTEJA, 2010; HASANUZZAMAN et al.,
2012).

Neste estudo, foi determinada a atividade da SOD total no homogenato
celular, sendo os resultados apresentados na Tabela 2. As células da linhagem SE1

estressadas a 30°C apresentaram um aumento significativo na atividade da SOD de
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26% para 24 e 72h. Ja para a linhagem SE6 também houve um aumento da
atividade desta enzima de ~40% (24h) e ~59% (72h). Interessantemente, a atividade
da SOD nao sofreu alteragcdes em 48h de exposi¢ao ao calor, sugerindo se tratar de
um sistema antioxidante finamente regulado e dependente do tempo de exposigao.

Song e colaboradores (2006) ao submeter calos de dois ecétipos de
Phragmites communis Trin. ao estresse pelo calor (45°C, 2 horas) demonstraram o
aumento na atividade da SOD em 73% e 6% para os ecoétipos analisados. O
aumento de 24% na atividade da SOD também foi demonstrado em plantas de
Grao-de-bico Cicer arietinum, estressadas (45/40 °C 12/12h) (KAUSHAL et al,,
2011), e em embribes de semente de Araucaria bidwilli dessecada (37%)
(FRANCINI et al., 2006).

A atividade da catalase também foi avaliada neste estudo. Esta enzima
catalisa a reacao de reducgao do H20: e, desta forma, € importante na prevengéo de
danos oxidativos, uma vez que o peroxido de hidrogénio pode participar da reagao
de Fenton, gerando o radical hidroxila que € mais reativo e, portanto, ainda mais
danoso as células (SANCHEZ-CASAS e KLESSEG 1994; VAN BREUSEGEM et al.,
2001; KARUPPANAPANDIAN et al., 2011). Estas enzimas estdo localizadas
principalmente nos peroxissomos, cloroplastos e mitocondrias (HASANUZZAMAN et
al., 2012).

Em culturas SE1 e SE6 de A. angustifolia estressadas pelo calor 30 °C
(TABELA 2), ndo houve diferenca significativa na atividade da CAT nos tempos de
24, 48 e 72 horas para a linhagem SE1. Para a linhagenm SE6 n&o houve diferenca
significativa nos tempos de 24 e 48 horas, no entanto no tempo de 72 h observou-se
um aumento na atividade da CAT em ~35%, quando comparado com o grupo
controle (25 °C). Esta ativacdo apenas no tempo de 72 h sugere que outras enzimas
e/ou antioxidantes podem atuar nesta linhagem em resposta ao estresse oxidativo
nos tempos de 24 e 48h. Entre estas, estdo as que participam do ciclo denominado
cliclo da Glutationa/Ascorbato (Figura 1): ascorbato peroxidase (APX) (EC 1.11.1.11)
localizada no cloroplasto, citosol, mitocondria e peroxisomo; glutationa redutase
(GR) (EC 1.6.4.2), deidroascorbato redutase (DHAR) (EC 1.85.1) e
monodeidroascorbato redutase (MDHAR) (EC 1.6.5.4) localizadas nos cloroplastos,
mitocdndrias e citosol (M@LLER, 2001; GILL E TUTEJA 2010; HASANUZZAMAN et
al., 2012).
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TABELA 2 - EFEITO DO ESTRESSE PELO CALOR NA ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES
DAS CELULAS EMBRIOGENICAS DE A. angustifolia SE1 E SE6

Controle 24 h stress 48 h stress 72 h stress
Enzimas
SE1 SE6 SE1 SE6 SE1 SE6 SE1 SE6
SOD 10047 10043 125+5*** 140+£9*** 10116 112+10 128+6*** 159+5%**
CAT 10015 100+4 106+16 11713 95+17 87120 8818 135+25*

APX 1009  100+17 133x12***  117+7*  132x11** 10316 130£3*** 117x1*

GR 1004 1006  134+6*** 1254 140£7**  191£7*** 159+20*** 225+20***

DHAR 1004 1006  128+2***  137x11*** 138+£6™** 127+8** 137x4**  152+3***

MDHAR  100+4  100+2  142+2*** 123x12*** 146+6™** 122+9** 209+7***  131£5"**

FONTE: O autor (2017).

LEGENDA: Os ensaios enzimaticos foram realizados como descrito no item 3.8 da se¢do de materiais
e métodos. Controle: células cultivadas a 25 + 1°C. A condi¢ao de estresse foi a temperatura de 30
+1°C nos tempos especificados na tabela. Os resultados representam a média + SD de trés
experimentos independentes em duplicata. Para SE1 (100%) SOD corresponde a 48,7 U/min-' mg-'!
de células (peso fresco), e para SE6 (100%) corresponde a 25,3 U/min' mg' de células (peso
fresco). Para CAT, SE1 (100%) corresponde a 19,5 uymol de H202 consumidos por min-' mg' de de
células (peso fresco), e para SE6 (100%) corresponde a 24,7 ymol de H202 consumidos por min' mg-
"de células (peso fresco). Para APx, SE1 (100%) corresponde a 2,7 mmol de ascorbato oxidado por
min' mg de células (peso fresco), e para SE6 (100%) corresponde a 3,1 mmol de ascorbato oxidado
por min' mg' de células (peso fresco). Para GR, SE1 (100%) corresponde a 214,9 umol de NADPH
oxidado por min' mg' de peso fresco de célula, e para SE6 (100%) corresponde a 155,9 pmol de
NADPH oxidado por min-' mg' de células (peso fresco). Para DHAR, SE1 (100%) corresponde a
146,7 umol de dehidroascorbato reduzido por min-' mg' de células (peso fresco), e para SE6 (100%)
corresponde a 183,9 umol de dehidroascorbato reduzido por min-' mg-' de células (peso fresco). Para
MDHAR, SE1 (100%) corresponde a 719,2 ymol de NADH oxidado por min-' mg' de células (peso
fresco), e para SE6 (100%) corresponde a 787 umol de NADH oxidado por min-' mg-! de células
(peso fresco). Valores estatisticamente diferentes do Controle ***p < 0,0001, **p < 0,001 e *p < 0,05.

O estresse pelo calor promoveu aumentos da atividade de todas as enzimas
do ciclo Glutationa/Ascorbato para ambas as linhagens SE1 e SE6 de A. angustifolia
(TABELA 2), com excecéo da enzima APX no tempo de 48 h para linhagem SE6. Na
linhagem SE1 observou-se aumentos de ~32% (24, 48 e 72h), para APX, de ~34%
(24 e 48h) e ~59% (72h) para GR, DHAR de ~28% (24h), ~39% (48 e 72h), e de
~42% (24 e 48h) e ~109% (72h) para MDHR. Para a linhagem SE6 houve aumento
das enzimas APX ~17% (24 e 72h), GR ~25% (24h), ~91% (48h) e ~125% (72h),
DHAR ~37% (24 e 48h) e ~52 (72h), para MDHAR ~32% (24, 48 e 72h).

Observa-se na Tabela 2 que no tempo de 72 h de estresse ha um grande
aumento na atividade das enzimas GR, DHAR e MDHAR para as duas linhagens
estudadas. Isso pode ser justificado pelo fato de que essas trés enzimas trabalham
de forma coordenada para fornecer ascorbato (AsA) que atua como doador de

elétrons para a APX. Nessa reagao sao necessarias duas moléculas de AsA para
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que haja a redugédo do H202 mediada pela APX. Além disso, o AsA também pode
atuar como antioxidante reduzindo alguns tipos de ROS (HASANUZZAMAN et al.,
2012) protegendo a planta do estresse oxidativo.

Quando comparadas as linhagens SE1 e SEG6, observa-se uma maior
atividade das enzimas do ciclo Glutationa/Ascorbato para a linhagem SE1 em APX,
GR e MDHAR em 24h, APX e MDHAR em 48 h e APX e MDHAR em 72 h, o que
esta de acordo com os resultados descritos por dos Santos e colaboradores (2015)
que encontraram maior abundancia de proteinas relacionadas a defesa antioxidante
para a linhagem SE1, entre estas, as enzimas APX e DHAR integrantes do ciclo
Glutationa/Ascorbato. Por outro lado, as enzimas CAT e SOD foram mais ativas nos
tempos de 24 e 72 h na linhagem SEG6, sugerindo que nesta linhagem o ciclo
Ascorbato/Glutationa ndo esta tdo ativo quanto em SE1 para a defesa contra o
estresse oxidativo decorrente da exposi¢céo ao calor.

O aumento da atividade das enzimas do Ciclo Glutationa/Ascorbato em
resposta ao estresse por variagcdo de temperatura, ndo € uma exclusividade das
células embriogénicas de A. angustifolia. Rani e colaboradores (2011) observaram
maior atividade das enzimas CAT, APX e GR em plantulas de mostarda (Brassica
juncea L.) tolerantes ao calor, apés o estresse por cinco dias (45 °C). Kumar e
colaboradores (2012) avaliaram os efeitos da temperatura (40/35°C - dia/noite) sobre
o sistema antioxidante de milho e relataram a maior atividade das enzimas APX e
GR. O aumento da atividade dessas enzimas também foi descrito para o trigo, apds
tratamento térmico (38°C, 24 e 48h) (HASANUZZAMAN et al., 2013b). Wang e Li
(2006) observaram que tanto o calor quanto o frio alteraram o sistema de defesa
antioxidante em plantas de uva.

As atividades das enzimas antioxidantes tendem a intensificar-se de acordo
com a elevagao da temperatura (HASANUZZAMAN et al., 2013c), porém, tanto o
calor quanto o frio podem ocasionar isso (WANG e LI, 2006). No tomate, por
exemplo, observou-se que a maior atividade das enzimas antioxidantes confere
resisténcia ao frio (ZHAO et al., 2009). Sabe-se também que ROS podem controlar a
expressao de varios genes, e que esse controle pode oferecer a planta resisténcia
ao estresse abiotico (GILL e TUTEJA, 2010).
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4.7RESPIRACAO CELULAR

Ensaios de respiragao para mitocondrias isoladas de culturas embriogénicas
de A. angustigolia estdo bem estabelecidos e sdo descritos na literatura (MARIANO
et al., 2008, VALENTE et al., 2012). Porém, neste estudo, optou-se por realizar os
ensaios de respiracdo com as células de A. angustifolia, uma vez que para os
demais parametros analisados (viabilidade, morfologia, niveis de perdxido,
lipoperoxidagdo e a atividade das enzimas antioxidantes) utilizou-se este modelo
experimental. A respiracdo celular foi monitorada sem a adicdo de substratos
oxidaveis (estado basal), na presenca de glutamato e malato de sdédio (substratos
para o complexo | da cadeia respiratoria); apos a adicdao do desacoplador FCCP,
que corresponde a respiragao quando o transporte de elétrons ocorre em velocidade
maxima; em presenca de SHAM, inibidor da oxidase alternativa e, por fim, na
presenca de Antimicina A (inibidor do complexo IlI).

Nos resultados apresentados na Tabela 3 observa-se que, no estado basal,
somente a respiracdo das células SE1 estressadas (30 °C — 24h) sofreram
alteracéo, com um estimulo de ~57%. Apds a adi¢cao de Glutamato e Malato, para a
linhagem SEGB, observou-se uma inibicdo da respiracéo de ~20, 38 e ~35% em 24,
48 e 72h, respectivamente. Em resposta a presenga do desacoplador FCCP, a
inibicdo da respiragdo observada para linhagem SE6 nos tempos de 24 e 48h
desapareceu, permanecendo apenas a inibigdo em 72h (~30%). A adicdo de SHAM,
um inibidor da Oxidase Alternativa de Plantas (AOX), possibilitou que se estimasse o
efeito do estresse pelo calor somente sobre o transporte de elétrons dependente do
complexo IV da cadeia respiratdéria. Neste caso, observou-se uma inibigao
significativa apenas em 48 h de estresse na linhagem SE1 em (32%). Apds a adigao
de Antimicina A, um inibidor do complexo Il da cadeia respiratoria, para a linhagem
SE6 observou-se uma reducéo da respiragao de ~66 e 27% nos tempos de 48 e 72
h. E importante ressaltar que apds a adicdo de Antimicina o consumo de oxigénio se
deve a reacgdes independentes da cadeia respiratdria, como por exemplo devido a
atividade de oxigenases citoplasmaticas. Assim, € possivel que nesta linhagem o

estresse pelo calor também afete a atividade destas enzimas.
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TABELA 3 - RESPIRACAO DE CELULAS EMBRIOGENICAS ESTRESSADAS A 30°C.

Respiragio Controle 24 h stress 48 h stress 72 h stress
celular SE1 SE6 SE1 SE6 SE1 SE6 SE1 SE6
Basal 24+7 1743 38+2* 1413 1942 19+4 28+3 2243
Clutamato ..., 45,7 3535 3044 3143 2540 3048 26+2*
+ Malato
FCCP 47+8  60+17  55+13 5145 3545 4848 55+11 42+9*
SHAM 3145 2443 25+3 3143 2142* 20+6 3146 2242
A"t"R'c'"a 9+#3 60,8 8+1 5+0,6 7+1 2+0,3* 7+1 4%0,6*

FONTE: O autor (2017).

LEGENDA: Respiragéo das células A. angustifolia determinadas a partir do monitoramento do fluxo
de oxigénio em oxigrafo de alta resolugdo. Como descritos no item 3.9 da seg¢do de materiais e
métodos. Controle: células cultivadas a 25 + 1°C. A condigdo e tempos de estresse 30 + 1°C estéao
especificados no grafico. Os resultados representam a meédia + SD de trés experimentos
independentes em duplicata. Para SE1 a média do controle basal corresponde a 24 pmols de
O2/(min*mg de células),e para SE6 corresponde a 17 pmols de O2/(min*mg de células). Para SE1 a
média do controle com Glutamato + malato corresponde a 33 pmols de O2/(min*mg de células), e
para SE6 corresponde a 40 pmols de Oz/(min*mg de células). Para SE1 a média do controle com
FCCP corresponde a 47 pmols de O2/(min*mg de células), e para SE6 corresponde a 60 pmols de
O2/(min*mg de células). Para SE1 a média do controle com SHAM corresponde a 31 pmols de
O2/(min*mg de células), e para SE6 corresponde a 24 pmols de O2/(min*mg de células). E para SE1 a
média do controle com Antimicina A corresponde a 9 pmols de O2/(min*mg de células), para SE6
equivale a 6 pmols de O2/(min*mg de células). Valores estatisticamente diferentes do Controle *p <
0,05.

A partir dos valores da Tabela 3, foram calculados os valores de respiracao
dependentes do citocromo ¢ e da via mediada pela AOX (TABELA 4). Observa-se
que para a linhagem SE1 a via do citocromo c¢ foi significativamente reduzida em
~36% (48h) em sua atividade. Ja para a linhagem SE6 houve aumento significativo
de ~38% (24 e 48h). Em relagdo a AOX, para a linhagem SE1 ndo houve diferenga
estatisticamente significativa, porém, ha uma tendéncia de estimulo que poderia
justificar o aumento da respiragdo no estado basal em 24h de estresse. J4 na
linhagem SE6 houve redugéo de ~53% apenas em 48h, porém, nos tempos de 24 e
72h ha uma tendéncia de diminuicdo o consumo de oxigénio, porém, nao €
significativa.

Estes resultados mostram que a respiracdo, de ambas as linhagens, €&
afetada pelo estresse pelo calor, mas de maneira diferenciada. Na linhagem SEG6 ha
prevaléncia de inibicdo, que € mais pronunciada quando o processo de fosforilagdo
oxidativa esta acoplado (na auséncia de FCCP). Ja na linhagem SE1, parece haver

uma resposta inicial ao estresse, com o aumento da respiragdo no estado basal e,
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em 48h, uma inibicado quando o transporte de elétrons ocorre em velocidade maxima

(na presencga de FCCP).

TABELA 4 - RESPIRAGAO VIA CITOCROMO C E AOX DE CELULAS EMBRIOGENICAS

ESTRESSADAS A 30°C
Controle 24 h stress 48 h stress 72 h stress
Respiragao
SE1 SE6 SE1 SE6 SE1 SEG6 SE1 SEG6
ViadoCito  ,\., 1843 1722 2544 13:1* 2645 2446 1742
cromo ¢
AOX 16+3 3517 3013 20+4 14+4 19+4* 23+11 20+8

FONTE: O autor (2017).

LEGENDA: A respiragdo correspondente a via do citocromo ¢ foi determinada apés a adicao de
SHAM. A respiragdo mediada pela AOX foi estimada pela subtragdo do valor da respiragao apos a
adigdo do FCCP do valor obtido apés a adicao de SHAM (FCCP — SHAM). Os valores de consumo de
oxigénio devido a reagdes independentes da cadeia respiratéria (apds a adicdo da Antimicina) foram
descontados de todos os estados da respiracao. Controle: células cultivadas a 25° + 1°C. A condigao
de estresse foi a exposicdo a temperatura de 30 + 1°C pelos tempos indicados na tabela. Os
resultados representam a média £ SD de trés experimentos independentes em duplicata. Para SE1 a
média do controle da via dependente do citocromo ¢ corresponde a 21 pmols de O2/(min*mg de
células), e para SE6 corresponde a 18 pmols de O2/(min*mg de células). Para SE1 a média do
controle da AOX corresponde a 16 pmols de O2 consumido (min*mg peso fresco de célula), e para
SEG6 corresponde a 35 pmols de O2/(min*mg de células). Valores estatisticamente diferentes do
Controle *p < 0,05.

O estimulo da respiragdo no estado basal, no estresse de 24 h, em SE1
pode ter ocorrido em resposta ao aumento dos niveis de H202 (~40%), e até mesmo
ter contribuido para sua reducéo nos tempos de 48 e 72h. Por outro lado, a auséncia
deste estimulo pode ter favorecido os maiores niveis de H202 em SE6 (~110%). Por
sua vez, os niveis elevados de H202 em SE6, poderiam levar a maior producao do
radical hidroxila, justificando a maior ocorréncia de lipoperoxidagdo nestas células
(~77% - 72h) em comparacao a SE1(~34% - 72h). Esta modulagéo diferencial em
reposta ao estresse, também foi observada em relagdo as enzimas antioxidantes,
que foram mais ativas no tempo de 48 e 72 h nas duas linhagens, mas com
destaque para a maior atividade das enzimas CAT e SOD para linhagem SEG6 e, das

enzimas do ciclo glutationa/ascorbato para SE1 (TABELA 2).
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

A partir dos resultados deste estudo considera-se que:

1) O estresse pelo calor (30 + 1°C) ndo altera a morfologia das linhagens
SE1 e SE6 (24, 48 e 72h), porém, reduz a viabilidade das células SE1 em todos os
tempos de exposigao (24, 48 e 72h), e das células SE6 somente a partir de 48h de

€eXposigao;

2) A reducao da viabilidade celular e aumento da lipoperoxidagao em ambas

as linhagens esta possivelmente associado ao aumento dos niveis de H202;

3) O estimulo da respiracdo e da atividade de enzimas antioxidantes
contribui para a diminuicdo dos niveis de peréxido nos tempos de 48 e 72h; na

linhagem SE1;

4) A lipoperoxidagdo mais pronunciada na linhagem SE6 € compativel a

inibicdo da respiracédo nestas células;

5) As linhagens apresentaram vias diferenciadas de defesa antioxidante.
Enquanto que na linhagem SE1 houve a prevaléncia da ativagdo das de enzimas do
ciclo glutationa/ascorbato, na linhagem SEG6 as enzimas CAT e SOD estavam mais

ativas;

6) Os resultados sugerem que o estresse por alta temperatura foi capaz de
promover o estresse oxidativo nas linhagens SE1 e SE6 de Araucaria angustifolia,
que responderam de forma diferenciada a esta condigdo. Tais diferencas podem
estar relacionadas a sua responsividade a maturacado. Estudos futuros devem ser

realizados para explorar e comprovar esta hipotese.
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