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RESUMO

Araucaria angustifolia (Bertol) Kuntze, também conhecida como Pinheiro do
Parana esta atualmente classificada como espécie em extingdo. O aquecimento
global representa uma nova ameaca para a floresta de araucaria remanescente,
uma vez que esta espécie € adaptada a regides de temperatura media entre 12
e 18 °C. Sabe-se também que o desenvolvimento de embrides somaticos (ES),
que podem ser utilizados em estratégias de reflorestamento desta espécie, sofre
a influéncia dos niveis de espécies reativas de oxigénio e da expressao do gene
SERK, entre outros fatores, que podem atuar como sinalizadores no
desenvolvimento da araucaria. Assim, este estudo teve como objetivo investigar
o efeito do estresse pelo aumento de temperatura (30 °C) sobre fatores que
possam interferir no desenvolvimento de embrides somaticos de culturas
embriogénicas de A. angustifolia, com diferentes potenciais de maturagdo. Para
tanto, foram utilizadas linhagens celulares de A. angustifolia responsivas (SE1)
e nao responsivas (SE6) ao desenvolvimento de embrides somaticos,
submetidas ao estresse por alta temperatura (30 + 1°C), por 24, 48 e 72h. A
avaliagao da morfologia por microscopia eletrénica de transmissdo mostrou que
as células SE1 e SE6 foram diferentemente afetadas pelo estresse. Para a
linhagem SEG6, apds o estresse de 48h, observou-se um menor numero de
mitocdndrias de tamanho reduzido. No maior tempo de estresse (72h), estas
organelas estavam rompidas em ambas as linhagens. Os niveis basais de ERO
foram maiores na linhagem SE1 quando as células foram cultivadas na condigcéo
controle (25 £ 1 °C). O estresse por 24h aumentou os niveis de ERO na linhagem
SE1, seguindo-se uma redugédo em 48 e 72h. Por sua vez, na linhagem SEG6, os
niveis de ERO aumentaram apo6s 24 e 48h de estresse, retornando aos niveis
de controle nas 72 h. A proteina ATP sintase (subunidade B) foi encontrada nas
duas linhagens, porém, em maior quantidade na linhagem SE6. O consumo de
oxigénio foi maior, para todos os substratos avaliados (Glutamato mais malato,
NADH, succinato e TMPD/ascorbato), em mitocondrias da linhagem SEG6. Nao
houve diferenga na expressdo da enzima AOX entre as linhagens, mas sua
atividade foi maior nas células SEG6 cultivadas a 25 £ 1 °C. Em condi¢des de
estresse, 0 consumo de oxigénio foi maior (24h) na linhagem SE1 e reduzido na
linhagem SE6 para todos os tempos de exposicdo. O gene AaSERK1 foi
identificado em ambas as culturas, com maior expressao na linhagem SE1. Em
condi¢cbes de estresse houve um aumento na expressao desse gene para a
linhagem SE1, em 24 e 48h. A partir destes resultados € possivel concluir que
as linhagens SE1 e SE6 respondem de forma distinta quando submetidas ao
estresse pelo aumento de temperatura, sugerindo que este fator pode interferir
no desenvolvimento de embrides de Araucaria angustifolia. Os resultados
evidenciam, ainda, que os mecanismos de resposta ao estresse das células SE1
(responsivas) sdo mais efetivos em modular os niveis de ERO, que, por sua vez,
estao relacionados a capacidade de maturacao destas células.

Palavras-chave: Araucaria, aguecimento global, estresse térmico, embriogénese
somatica.



ABSTRACT

Araucaria angustifolia (Bertol) Kuntze, also known as Parana pine, is currently
classified as endangered. Global warming represents a new threat to the
remaining Araucaria Forest since this species is adapted to regions with
temperatures between 12 and 18 °C. It is also known that the development of
somatic embryos (SE), which can be used in reforestation strategies for this
species, is influenced by oxygen-reactive species levels and SERK gene
expression, among other factors. Thus, this study aimed to investigate the effect
of stress caused by temperature increase (30 °C) on certain factors that may
interfere with the development of somatic embryos of A. angustifolia embryogenic
cultures with different maturation potentials. For that, A. angustifolia cell lines
responsive (SE1) and non-responsive (SE6) to the development of somatic
embryos were subjected to high-temperature stress (30 + 1 °C), for 24, 48 and
72h. Transmission electron microscopy analysis showed that SE1 and SEG6 cells
were differently affected by stress. After 48h stress, a smaller number of
mitochondria was observed for SE6 lineage. In the longest time of stress (72h),
these organelles were disrupted in both lines. ROS levels were already higher in
the SE1 line when cells were cultured in the control condition (25 £ 1 °C). Stress
for 24h increased ROS levels in the SE1 line, followed by a reduction in 48 and
72h. In turn, in the SE6 line, ROS levels increased after 24 and 48 hours of stress,
returning to control levels at 72 hours. ATP synthase (B subunit) was identified in
both lines; however, in greater amount in the SE6 line. Respiration was higher for
all evaluated substrates (Glutamate plus malate, NADH, succinate and
TMPD/ascorbate) in mitochondria from SEG6 line. There was no difference in the
expression of the AOX enzyme between the lines, but its activity was higher in
SEG6 cells cultured at 25 + 1 °C. Under stress conditions, oxygen consumption
was higher (24h) in the SE1 line and reduced in the SEG line for all exposure
times. The AaSERK71 gene was identified in both cultures, with greater
expression in the SE1 line. An increase in the expression of AaSERK1 occurred
after heat stress by 24 and 48 h for SE1 cells. Based on these results, it is
possible to conclude that the SE1 and SEG6 lines respond differently when
subjected to stress due to increased temperature, suggesting that this factor may
interfere with the development of A. angustifolia embryos. The results also show
that the stress response mechanisms of SE1 (responsive) cells are more effective
in modulating ROS levels, which, in turn, are related to the maturation capacity
of these cells.

Keywords: Araucaria, global warming, heat stress, somatic embryogenesis.
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1. INTRODUGAO

A Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze, também conhecida como
Araucaria ou pinheiro brasileiro, € uma conifera da familia Araucariaceae
(REITZ; KLEIN, 1966), de ocorréncia natural na floresta ombrofila mista,
especificamente no bioma mata atlantica do Brasil (MANTOVANI; MORELLATO;
REIS, 2004). Essa espécie possui madeira de alta qualidade, sendo a unica
conifera nativa de importancia econémica no Brasil (Silveira, Steiner, Santos,
Nodari, & Guerra, 2002). Devido a sua intensa exploragao até a década de 70
(MATTOS, 1994) apenas 2% de sua area original ainda persistem (ASTARITA &
GUERRA, 2000; GUERRA, SILVEIRA, DOS SANTOS, ASTARITA, & NODARI,
2000; NODARI, 2016; STEFENON, KLABUNDE, LEMOS, ROGALSKI, &
NODARI, 2019; THOMAS, 2013). As projegdes sugerem que as mudangas
climaticas poderédo ser capazes de causar uma reducao de 60% dos nichos
climaticos adequados para o desenvolvimento da espécie até o ano de 2070
(CASTRO et al., 2020). Atualmente, a A. angustifolia é classificada como espécie
criticamente ameagada pela Unido Internacional de Conservagao da Natureza
(IUCN) (THOMAS, 2013).

O aquecimento global representa uma nova ameacga para a floresta de
araucaria remanescente, uma vez que esta espécie é adaptada a regides onde
a temperatura média varia entre 12 e 18 °C (FRITZSONS; WREGE;
MANTOVANI, 2018; QUINTEIRO; ALEXANDRE; MAGALHAES, 2019).
Segundo Wrege et al. (2009), um aumento de temperatura de 3 °C pode causar
uma reducdo significativa da area adequada para a espécie. Dados da
Administracdo Nacional de Aeronautica e Espagco (NASA) preveem que a
temperatura do planeta possa exceder 45°C em 2100 (NASA, 2014), e espera-
se que a regeneragao e distribuicdo natural de espécies, como a araucaria,
sejam drasticamente afetadas (FRITZSONS; WREGE; MANTOVANI, 2018).

Estratégias adaptativas das plantas a temperaturas elevadas séo
determinadas pela termo tolerancia basal, sem condicionamento prévio e,
adquirida, com condicionamento prévio a temperaturas subletais (AHUJA et al.,
2010). Essas estratégias compreendem uma gama de respostas moleculares,
celulares e da planta como um todo (KOYRO; AHMAD; GEISSLER, 2012). Sabe-
se que altas temperaturas representam uma condi¢ao de estresse para a maioria
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das plantas, sendo o processo relacionado ao desenvolvimento reprodutivo
(micro e macrosporogénese, fertilizagdo e desenvolvimento embrionario), o
estagio mais sensivel ao calor durante seu ciclo de vida (LOHANI; SINGH;
BHALLA, 2019). De acordo com Suzuki e Katano (2018), os processos que
regulam o desenvolvimento reprodutivo compartilham caracteristicas comuns,
com estratégias adaptativas a estresses ambientais, incluindo a geragdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e a ativagdo de mecanismos enzimaticos e

nao enzimaticos para sua eliminacgao.

As respostas das plantas ao estresse térmico estao relacionadas a niveis
elevados de ERO, incluindo o radical superoxido (O2°), peréxido de hidrogénio
(H202), radical hidroxila (*OH) e oxigénio singlete ('02) (CZARNOCKA;
KARPINSKI, 2018; MITTLER, 2017; VALENTE et al., 2012; ZANDALINAS et al.,
2018). As ERO causam danos oxidativos em biomoléculas como proteinas,
lipidios e DNA, promovendo a morte celular (GILL; TUTEJA, 2010).

As mitocéndrias sdo uma fonte importante de ERO em células vegetais
e animais (MITTLER, 2017; WANG et al., 2019). No entanto, diferente dos
animais, as mitocondrias vegetais possuem proteinas unicas na cadeia
respiratoria, como as NAD(P)H desidrogenases (NDs) alternativas externas e
internas, a oxidase alternativa (AOX) e a proteina mitocondrial desacopladora de
plantas (UCP), que contribuem para a manutencdo do equilibrio redox nas
células vegetais (MJLLER, 2001).

Como mencionado, para manter um nivel basal de ERO, as plantas
usam mecanismos antioxidantes enzimaticos € ndo enzimaticos. A superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), glutationa
redutase (GR), glutationa peroxidase (GPX), dehidroascorbato redutase (DHAR)
e monodehidroascorbato redutase (MDHAR) (DEL RIO et al., 2018; FOYER,
2018; NOCTOR; REICHHELD; FOYER, 2018) estado relacionadas as vias
enzimaticas, enquanto que a glutationa (GSH), acido ascérbico (ASA), tocoferdis
(TOC) e compostos fenodlicos sao os principais compostos antioxidantes néo
enzimaticos (FOYER, 2018; JALEEL et al., 2009; NOCTOR; REICHHELD;
FOYER, 2018).
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A embriogénese somatica (ES) associada a criopreservagao pode ser
usada como técnica biotecnoldgica para propagacédo clonal em massa e
conservagao ex situ para araucaria e outras espécies criticamente ameacgadas
(DOS SANTOS, JO, SANTA-CATARINA, GUERRA, & FLOH, 2012; DUTRA et
al., 2013; GUERRA et al., 2000; SANTA-CATARINA et al., 2006). Além disso, a
ES tem sido amplamente utilizada como um sistema modelo para entender os
eventos fisiologicos e moleculares que ocorrem durante o desenvolvimento do
embrido e sua resposta a diferentes estresses abidticos (CASTANDER-
OLARIETA et al.,, 2019; ELBL et al., 2015; ELIASOVA et al., 2017, 2018;
FURLANETTO et al.,, [s.d.]; JIN et al., 2014). Neste contexto, sabe-se que o gene
homologo AaSERKT, identificado em Araucaria angustifolia, esta associado com
a competéncia para formacao de embrides somaticos, o que torna importante a
determinacao de sua expressao em estudos que avaliam os efeitos da variacao
de temperatura no desenvolvimento desta planta (BEN MAHMOUD et al., 2017;
CUEVA; CONCIA; CELLA, 2012).

Jo et al. (2014), estabeleceram e caracterizaram duas linhagens
celulares embriogénicas de A. angustifolia com base em seu potencial
embriogénico: SE1, uma linhagem celular responsiva e, SE6 uma linha celular
bloqueada a formagao de embrides somaticos. Analises fisiologicas, bioquimicas
e moleculares foram realizadas em ambas as linhagens e evidenciaram
diferengas relevantes relacionadas a produgdo e a eliminagdo de ERO (DOS
SANTOS et al., 2016; ELBL et al., 2015; JO et al., 2014). FURLANETTO et al.
(2020) também demonstraram diferengas significativas entre as linhagens,

quanto as fungdes mitocondriais e a atividade de enzimas antioxidantes.

No presente estudo foram avaliadas as respostas ao estresse térmico
(30 °C) de células de A. angustifolia das linhagens SE1 e SE6, com foco
particular em parametros relacionados ao estresse oxidativo. Para tanto, foram
analisadas a morfologia celular, os niveis de expressdo das proteinas
mitocondriais ATP sintase (subunidade 3) e AOX, a respiracéo mitocondrial e a

expressao do gene AaSERKT1.
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1.2 Justificativa e objetivo

As culturas embriogénicas de Araucaria angustifolia constituem um bom
modelo experimental para avaliar parametros fisiolégicos e bioquimicos dessa
planta frente a mudancas ambientais, como o aquecimento global. Neste
contexto, sabe-se que o desenvolvimento de embrides somaticos (ES) sofre a
influéncia de diferentes fatores, como os niveis de ERO e a expressao do gene
SERK, que podem atuar como sinalizadores no desenvolvimento da araucaria.
Por sua vez, a expressao do gene SERK esta relacionada aos niveis de ERO,
que podem ser originadas durante a respiracao mitocondrial. A despeito deste
conhecimento, sdo escassos na literatura trabalhos que demonstrem os efeitos
do aumento da temperatura nestes fatores, principalmente durante o
desenvolvimento de embrides somaticos. Dessa forma, estudos que avaliem
esses efeitos sdo essenciais, uma vez que podem auxiliar na selecao de
linhagens para programas de melhoramento genético, reflorestamento artificial
ou até de producéo de sementes sintéticas. Assim, o objetivo geral deste estudo
foi investigar o efeito do estresse pelo aumento de temperatura (30 °C) sobre
fatores que possam interferir no desenvolvimento de embrides somaticos de
culturas embriogénicas de A. angustifolia, com diferentes potenciais de
maturagdo. Para tanto, foram objetivos especificos desse estudo, em células
embriogénicas de A. angustifolia (SE1 e SEG) expostas ou ndo ao estresse pelo

aumento de temperatura (30 °C por 24, 48 e 72 horas):

a
b

) Analisar a morfologia celular;
)

c) lIdentificar a ATP sintase mitocondrial (subunidade B);
)
)

Avaliar os niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO);

d

e

Identificar a enzima AOX mitocondrial e verificar sua atividade;
Avaliar diferentes estados da respiragdo em mitocondrias isoladas;
f) Analisar a expressado do gene AaSERKT1.
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1.3 Estratégia experimental

7~

w

o Respiragdo mitocondrial
\

\

CONTROLE

Cultivo das células embriogénicas de | [ Mitocéndrias isoladas ] e — Identificacio da ATPB
A. angustifolia 25 °C (SE1, SE6)

— Identificagdo da AOX

e Morfologia celular

= Niveis de ERO

ESTRESSE
Atividade da AOX

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

o Identificagdo da AOX

o expressdo AaSERK1

Com a finalidade de contribuir para a caracterizagao das linhagens SE1
e SEG6, as células foram mantidas em condi¢des ideais de cultivo (25 + 1 °C) por
15 dias e foram realizadas as analises de respiragao mitocondrial em oxigrafo
de alta resolucéo, incluindo a atividade da AOX e de identificagao das proteinas
mitocondriais ATP sintase (subunidade 3) e AOX, ambas por Western blot em

células.

Para avaliar os efeitos do estresse pelo aumento de temperatura, as
células SE1 e SE6 foram mantidas em incubadora a 25°C por 15 dias e
submetidas ou ndo (Controle) a temperatura de 30 + 1 °C por um periodo de 24,
48 e 72 h. Nas duas linhagens (SE1 e SE6), tanto do grupo controle (25 + 1 °C),

quanto do estressado por temperatura (30 + 1 °C, por de 24, 48 e 72 h), foram

20



realizados os seguintes ensaios: 1) analise da morfologia por microscopia
eletrénica de transmissdo, com a finalidade de observar possiveis alteragdes
celulares e/ou em organelas; 2) determinacado dos niveis de ERO, utilizando a
sonda acetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA), para avaliar se o estresse por
temperatura é capaz de modificar estes niveis nas linhagens e correlacionar
estes resultados com possiveis alteragcbes na morfologia e demais efeitos nas
células estressadas; 3) ensaios de atividade da enzima mitocondrial Oxidase
Alternativa através de ensaios de respiragdo em oxigrafo de alta resolugéo e
sua expressao, por Western Blot. Estes ensaios se justificam pelo envolvimento
da AOX no controle dos niveis de ERO e, consequentemente, no estresse
oxidativo e, 4) avaliagdo da expressao do gene AaSERKT por PCR em tempo
real (QRT-PCR), que fornecera importantes informagdes relacionadas ao
potencial embriogénico destas células, bem como para o esclarecimento dos

efeitos associados ao estresse pelo aumento de temperatura.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Araucaria angustifolia

A Araucaria angustifolia ou araucaria € uma espécie conifera da familia
Araucariaceae (REITZ; KLEIN, 1966), naturalmente encontrada na floresta
ombrdfila mista no bioma Mata Atlantica do Brasil (MANTOVANI; MORELLATO;
REIS, 2004). Sua distribuicao original se estendia pelos estados de Minas
Gerais, Rio de Janeiro, Sao Paulo e principalmente nos estados do Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul, ocupando uma area de mais de 185.000
km? (CARVALHO, 1994). O formato de candelabro é caracteristico desta arvore
(OLIVEIRA-FILHO et al., 2014), que no ecossistema floresta ombrdfila mista se
destaca gragas ao seu grande porte e sua sobreposi¢cao as demais arvores.
Essas peculiaridades fazem com que esse ecossistema seja conhecido também
como floresta de araucaria (CARVALHO, 2006).

As sementes da araucaria conhecidas como pinhdo, séo envoltas em
uma pinha, em arvores com no minimo 12 anos de idade (THOMAS, 2013). A
partir do momento em que a planta comega a produzir as sementes, pode gerar
até 200 pinhas por ano (CARVALHO, 1994). O pinhdo € uma semente
comestivel rica em carboidratos e serve de alimento para varios animais,
inclusive para o homem (MANTOVANI; MORELLATO; REIS, 2004).

Esta espécie tem grande importancia na regido sul do Brasil. Isto se
reflete, por exemplo, na bandeira do estado do Parana que possui um ramo de
araucaria, bem como nas festas tipicas tradicionais no estado de Santa Catarina,
que comemoram a colheita do pinhdo (ADAN et al., 2016; ZECHINI et al., 2018).
Em 2020, no Brasil, foram colhidas 10605 toneladas de pinhdo, com valor
comercial de mais de US $ 7,4 milhdes (IBGE, 2020).

Quanto ao desenvolvimento, a araucaria exige um ambiente especifico,
com altitudes entre 600 a 800 metros (SCHEEREN et al.,, 2000) e clima
temperado umido, com variagdes de temperatura entre 12 e 18°C (FRITZSONS;
WREGE; MANTOVANI, 2018; QUINTEIRO; ALEXANDRE; MAGALHAES, 2019;
SCHEEREN et al., 2000). Além disso, essa espécie requer para seu
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desenvolvimento uma vasta quantidade de nutrientes a base de fésforo, calcio,
potassio, magnésio, boro e nitrogénio (CASSOL, 1982; SCHEEREN et al., 2000).

Mesmo a araucaria sendo uma espécie simbolo da regido sul do Brasil,
de grande importancia cultural e valor econémico, seu intenso desmatamento,
principalmente no século XX, fez com que se tornasse criticamente ameacgada
de extingdo (THOMAS, 2013). O crescimento da economia no Brasil e o grande
fluxo de imigrantes da Europa, durante os anos de 1910 a 1970, foram
acompanhados de uma grande demanda de madeira, que em apenas 50 anos
foi capaz de reduzir em 97% o habitat da araucaria (NODARI, 2016; THOMAS,
2013). A alta qualidade de sua madeira, principal causa do desmatamento, foi
responsavel por esta espécie ser considerada a uUnica conifera nativa de
importancia econdmica do Brasil (REITZ; KLEIN, 1966; SILVEIRA et al., 2002).

Montagna et al., (2012) avaliaram a diferenga entre araucarias presentes
em areas de conservacao e araucarias em areas privadas no estado de Santa
Catarina. Os autores demonstraram que as areas de conservacgao retém uma
porcao significativa de diversidade genética do estado, quando comparadas a
areas externas. Além disso, os autores ainda mostraram que as areas
conservadas possuem um numero total de alelos maior, o que contribui para
variabilidade genética. Trabalhos como esse comprovam que areas né&o
protegidas se tornam fragmentadas, diminuindo significativamente a
variabilidade genética nas futuras geragdes. Sabe-se que plantas com maior
diversidade genética estdo mais aptas para resistir as mudangas ambientais,
reforcando a importancia das areas de conservagao como fontes de informacdes
genéticas e locais de pesquisa para o aprimoramento de estratégias de
preservacgao desta espécie (MONTAGNA et al., 2012).

Além do desmatamento, a araucaria enfrenta outro problema que pode
comprometer ainda mais sua preservagao e regeneragcado. De acordo com a
Administracdo Nacional Aeronautica e Espacial (NASA), estdo previstos
significativos aumentos na temperatura global nos préximos anos. Os dados
indicam que a temperatura pode ultrapassar 45 °C até 2100 (NASA, 2014),
alteracdo que sera acompanhada por diminuicdes no volume das chuvas,
principalmente no verdo (CHOU et al., 2014). Como a araucaria necessita de um
clima especifico para seu desenvolvimento (FRITZSONS; WREGE;
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MANTOVANI, 2018; QUINTEIRO; ALEXANDRE; MAGALHAES, 2019;
SCHEEREN et al., 2000), ha uma previsao de que o crescimento e regeneragao
dessa espécie sejam radicalmente comprometidos (FRITZSONS; WREGE;
MANTOVANI, 2018). Este cenario tem mobilizado pesquisadores de todo o
mundo que se dedicam ao estudo da fisiologia desta planta, bem como de
estratégias que auxiliem na regeneragao, desenvolvimento e preservacéo desta
espécie (STEFENON et al., 2009). Neste contexto, um dos modelos de estudo
que pode ser utilizado para investigar os efeitos do aumento de temperatura
sobre essa espécie € a embriogénese somatica (GUERRA, TORRES, &
TEIXEIRA, 1999).

2.1 Embriogénese somatica como modelo de estudo

O entendimento dos elementos que influenciam na regeneragéo da
araucaria € de primordial importancia para que se obtenham métodos eficazes
de restauracao da espécie (FRANCO; DILLENBURG, 2007). A dificuldade nos
trabalhos de campo e a vasta area de distribuicdo da araucaria restringe a
realizacao de certas analises moleculares e bioquimicas in vivo. Dessa forma,
técnicas in vitro, como a micropropagacao por embriogénese somatica, sao de

grande utilidade para o estudo dessa espécie.

A micropropagagao por embriogénese somatica € uma técnica que
utiliza reguladores de crescimento vegetal e, a partir de uma pequena quantidade
de células somaticas, € possivel obter um agregado de varias células somaticas,
denominado de massa pro-embrionaria (MPE), sem que ocorra fusdo de
gametas (GUERRA et al., 1999; PALOVAARA; HAKMAN, 2008). Essa técnica
possui quatro estagios de desenvolvimento: indugao, proliferacdo, maturacao e
germinacao. Na fase de indugdo obtém-se a MPE, que pode ser proliferada e
mantida por longos periodos, caracterizando a fase de proliferagdo. Na fase de
maturagao € feita a troca dos reguladores de crescimento vegetal por acido
abscisico e agentes osmaticos, sendo possivel obter os embrides somaticos
(ES) e, a partir destes, chegar a fase de germinacgéo, onde ha a formagao de
uma nova planta que pode ser reintegrada a natureza (STASOLLA; YEUNG,
2003; VON ARNOLD et al., 2002).
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De forma geral, a embriogénese somatica vem sendo utilizada em
diversos trabalhos na literatura por ser uma estratégia experimental alternativa
que fornece importantes informacdes para estudos de conservacao de espécies
ameagadas de extincdo (BRADAI; SANCHEZ-ROMERO, 2021; BRANDT;
HOTHORN, 2016; GAIDAMASHVILI; BENELLI, 2021; PRIYADHARSHINI;
MANOKARI; SHEKHAWAT, 2020).

Para a araucaria, o processo de obtengado de uma cultura embriogénica
por micropropagagao comega com a remogao das células somaticas de pinhdes
de araucarias fémeas (ARNOLD; ERIKSSON, 1981). Em seguida, € necessario
avaliar o comportamento destas células frente a inibidores ou estimuladores da
proliferagdo, diferentes fontes de carbono e trocas gasosas (ASTARITA &
GUERRA, 2000; GUERRA, SILVEIRA, DOS SANTOS, ASTARITA, & NODARI,
2000). A composicdo dos meios de cultura para obtencdo de células
embriogénicas de Araucaria angustifolia esta bem estabelecida na literatura. O
meio de cultura MSG basico (BECWAR; NOLAND; WYCKOFF, 1989) é o mais
utilizado e contém em sua formulagéo geral sacarose, L-glutamina, mio-inositol,
vitaminas e Gelrite® (Sigma Aldrich) para solidificacdo (ASTARITA & GUERRA,
1998; ASTARITA & GUERRA, 2000; DOS SANTOS, JO, SANTA-CATARINA,
GUERRA, & FLOH, 2012; ELBL et al., 2015; JO et al., 2014; SANTA-CATARINA,
C SILVEIRA et al., 2006; STEINER, VIEIRA, MALDONADO, & GUERRA, 2005;
VALENTE et al., 2012).

As culturas embriogénicas de Araucaria angustifolia utilizadas nesse
estudo foram obtidas e caracterizadas por Jo et al. (2014). Os autores
investigaram a competéncia das culturas em formar embrides somaticos (ES),
estagio posterior a etapa proliferativa, na qual as células se encontram como
massas pro-embrionarias (MPE). Para isto, utilizaram células obtidas de
diferentes plantas mae de araucaria e as cultivaram em meio contendo agentes
osmoticos (polietilenoglicol), de indugdo (maltose) e de maturagdo (acido
abscisico). Ao microscépio 6ptico, nas MPE de ambas as linhagens celulares
sao observadas as células embrionarias e suspensoras. As células
embrionarias, relacionadas com a competéncia para o desenvolvimento celular,
sao arredondadas, isodiamétricas e possuem citoplasma denso. Sao coradas

em vermelho pelo carmin acético. As células suspensoras, relacionadas com o
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crescimento e suporte, sdo altamente vacuoladas, alongadas e coradas em azul
pelo corante azul de Evans (ASTARITA; GUERRA, 2000; STEINER et al., 2005;
VALENTE et al., 2012).

As linhagens SE1 e SE6 foram classificadas de acordo com seu
potencial embriogénico, ou seja, as células que tinham a competéncia para
formar embrides somaticos e desenvolvimento cotiledonar foram classificadas
como linhagem responsiva SE1, ja as células que nao tiveram esta competéncia
foram classificadas como linhagem bloqueada, SE6 (JO et al., 2014). Esta

nomenclatura (células SE1 e SEG) é também utilizada no presente estudo.

Ainda, para as linhagens SE1 e SE6 foram descritas outras
caracteristicas distintas, possivelmente associadas a seus potenciais
embriogénicos. Estudos de protebmica evidenciaram nas células SE1 a
expressdo da enzima S-adenosil-metionina sintase, envolvida na via de
biossintese de etileno (BARON; STASOLLA, 2008). Por este motivo, segundo os
autores, os niveis de etileno sdao maiores nesta linhagem. Jo et al. (2014),
sugeriram que a menor produgdo de etileno na linhagem SE6 pode estar
associada ao bloqueio da formacgao de embrides somaticos (ES) nestas células.
Ainda neste contexto, sabe-se que a S-adenosil metionina (SAM) pode servir
como fonte de grupamentos metil para metiltransferases. De acordo com
Stasolla e colaboradores (2004), altos niveis de metilagdo do DNA no decorrer
da embriogénese estéo relacionados a modelagem da cromatina e seletividade

para o desenvolvimento de ES.

SAM também esta envolvida na sintese e conversdo de poliaminas,
atuando como doadora de grupos aminopropil utilizados para a conversao de
putrescina (Put) a espermidina (Spd), e de Spd a espermina (Spm) (BARON;
STASOLLA, 2008). Isto também poderia justificar os maiores niveis da poliamina
Put na linhagem SE6 (JO et al., 2014), sugerindo que nesta linhagem SAM
participe preferencialmente na via de sintese de poliaminas, em detrimento da

via envolvida na sintese de etileno.

A linhagem SE1 apresenta maiores niveis ERO (JO et al., 2014) e maior
expressao das enzimas antioxidantes APX e DHAR (SANTOS et al., 2016). Ja

para a linhagem SEB6 foi identificada a subunidade F da NADH desidrogenase, o
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complexo | da cadeia respiratoria. Segundo Jo e colaboradores (2014), a
expressao desta proteina estaria relacionada aos menores niveis de ERO nessa
linhagem, uma vez que a atividade aumentada da cadeia respiratoria
mitocondrial faz com que o vazamento de elétrons seja reduzido e,

consequentemente, a producédo de ERO seja menor (CARRERAS et al., 2004).

Ainda, entre as caracteristicas distintas entre SE1 e SE6, destaca-se a
expressao diferencial do gene SERK (Somatic Embryogenesis Receptor
Kinase). Segundo Jo (2012), o homdlogo AaSERK1 €& mais expresso na
linhagem SE1 e pode ser usado como um marcador para linhagens com alto

potencial embriogénico.

Analises protedbmicas realizadas por dos Santos e colaboradores (2016)
evidenciaram diferencas na abundancia de 106 proteinas entre as linhagens. A
linhagem SE1 apresentou maior abundéncia de proteinas relacionadas a defesa
celular, a resposta ao estresse oxidativo e ao estoque de material de reserva. Ja
para a linhagem SE6 foram encontradas proteinas relacionadas a formagao de
sementes durante os estagios de proliferagcdo, que estariam, segundo os
autores, associadas com genotipos que apresentam baixa responsividade a
formacao de embrides (DOS SANTOS et al., 2016).

Furlanetto et al. (2021) buscaram estabelecer potenciais biomarcadores
para selegédo de linhagens competentes para formacado de embrides somaticos
na fase proliferativa. Os autores demostraram que na linhagem SE1, responsiva,
as enzimas glutationa redutase (GR), monodehidroascorbato redutase (MDHR)
e peroxidase (POX) tiveram atividade significativamente maior, quando
comparada a linhagem SE6. Por sua vez, na linhagem SEG6, ndo responsiva,
apenas a enzima dehidroascorbato redutase (DHR) teve sua atividade
aumentada em relagdo as células SE1. A linhagem SE6 também apresentou
maior atividade respiratéria e densidade mitocondriais, para a linhagem SE1
observou-se maior atividade da enzima NAD(P)H desidrogenase interna, porém,
nao houve diferengas significativas nos niveis de ATP. Além disso, a linhagem
SEG6 teve maior atividade das enzimas AOX, UCPs e NDs. Os autores sugeriram
que os resultados diferenciais entre as linhagens estao correlacionados ao seu

potencial embriogénico e capacidade proliferativa (FURLANETTO et al., 2021).
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2.2 Variagbes de temperatura e desenvolvimento de plantas

Além do desmatamento excessivo, fatores abidticos, como a elevacao
da temperatura global prevista para os proximos anos, podem afetar o
desenvolvimento da araucaria (CHOU et al., 2014; FONTOURA; GANADE;
LAROCCA, 2006; NASA, 2014).

Do Amarante et al. (2007) demonstraram que em pinhdes armazenados
a temperaturas mais elevadas, de 37 a 50 °C por 26 dias, com auxilio de um
cromatégrafo gasoso os autores verificaram que ha uma diminuigao significativa
nas taxas respiratérias. A taxa de germinagéo também foi reduzida em cerca de
9% e a menos de 1% nos tratamentos a 30 e 50 °C, respectivamente, apos 26
dias. De acordo com os autores, temperaturas mais baixas ajudam as sementes
a ter uma melhor germinacdo e menor perda de massa fresca ja que a

desidratacido € menor.

Na literatura, inumeros trabalhos demonstram os efeitos do estresse
térmico no desenvolvimento de embrides de diversas espécies. Ajijah e
colaboradores (2020) demonstraram que o estresse térmico por temperaturas de
40, 35 a 45 e 45 °C, por periodos de 16, 5 e 3 dias, respectivamente, foi capaz
de causar a morte de embrides de cacau (Theobroma cacao L.). Em células
embriogénicas de pinus (Pinus radiata D. Don) foram observadas diferencas
morfolégicas, morte celular programada (MCP) e perda do potencial
embriogénico apos tratamento por choque térmico de 40, 50 e 60 °C, por tempos
de 4h, 30 min e 5 min, respectivamente (CASTANDER-OLARIETA et al., 2019).
Ainda, alguns trabalhos sugerem que o estresse pelo aumento de temperatura
pode ser responsavel pela indugdo da MCP em plantas (DAMATTA; COCHICHO
RAMALHO, 2006; NGCALA et al., 2020; POUDEL; POUDEL, 2017).

Venios et al.,, (2020) relataram que mesmo a videira, que possui
mecanismos de prote¢ao contra o estresse térmico, sera afetada pelo aumento
de temperatura nos préximos anos, o que podera implicar uma grande ameaca
para a viticultura. Da mesma forma, plantas com mecanismos similares de

defesa contra o estresse térmico, também seréo afetadas. Os autores apontam
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para a necessidade de intensificar os estudos de melhoramento e

desenvolvimento de gendtipos tolerantes ao estresse térmico.

Efeitos do estresse pelo aumento de temperatura em células
embriogénicas de A. angustifolia também foram descritos (KAZIUK, 2017). O
estudo investigou a resposta de células embriogénicas de Araucaria angustifolia,
SE1 e SEB6, submetidas ao estresse a 30 °C por 24, 48 e 72 h. De acordo com o
autor, esta condi¢gdo nos tempos avaliados (24, 48 e 72h), aparentemente, ndo
alterou a morfologia das linhagens SE1 e SE6. Porém, houve reducao na
viabilidade celular, em todos os tempos de estresse para linhagem SE1 e, para
SEG6 a partir de 48h. Também foram encontrados altos niveis de H202 no tempo
de 24h para as linhagens SE1 e SEG6, 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). De acordo com Kaziuk (2017), a diminuicdo dos niveis de
peréoxido na linhagem SE1 possivelmente esta associada ao aumento da
respiracdo no estado basal em 24h e a elevada atividade das enzimas
antioxidantes (Prxs, SOD, APX, GR, DHAR e MDHAR). Ja para linhagem SEB,
houve uma inibigdo da respiracao celular, compativel com os maiores niveis de
H20:2 e de lipoperoxidagcdo em 72h de exposi¢ao a temperatura de 30 °C, 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 ativagéo das
enzimas do ciclo glutationa/ascorbato na linhagem SE1, enquanto que na
linhagem SEG6 as enzimas CAT e SOD foram as mais ativas. Considerando estes
resultados, o autor sugere 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 condicao,

particularmente em relagdo ao sistema enzimatico antioxidante (KAZIUK, 2017).

Furlanetto et al. (2019b), investigaram os efeitos do tratamento de
choque térmico em células embriogénicas de Araucaria angustifolia, n&o
diferenciadas quanto ao potencial embriogénico. Os autores submeteram as
células por periodos de 24 e 48h a 30 °C, 6h a 37 °C, 2h a 40 ou 42 °C e

evidenciaram uma reducao de cerca de 40% na viabilidade das culturas, apds
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os tratamentos de 30 e 37°C e, de aproximadamente 95%, nas temperaturas
mais elevadas de 40 e 42 °C. Além disso, foram relatadas diminui¢des no
consumo de oxigénio nos tratamentos por 40 e 42 °C e inativagédo de vias de
reparo por excisdo de base (BER) no tratamento a 42 °C, sugerindo que
temperaturas mais elevadas podem prejudicar o desenvolvimento dos embrides
dessa espécie, tornando-a vulneravel a elevagdes de temperatura previstas em

curto prazo.

Wilson e colaboradores (2019) conduziram um trabalho de modelagem
de conjunto para prever a resposta da araucaria perante as mudancgas climaticas
que estao por vir. Para isto, utilizaram mapas de vegetagdo de pequena escala,
dados climaticos e topografia de alta resolugéo. Os resultados sugeriram que as
mudangas climaticas poderdao causar perdas significativas na espécie por mais
de um século subsequente. Neste contexto, Castro et al., (2020) realizaram
projecdes para araucaria presente na mata atlantica, utilizando modelagem de
ambiente adequado para sua sobrevivéncia (COSTION et al., 2015). As
projegdes indicaram que as mudancas climaticas podem causar uma reducgéo de
60% dos nichos climaticos adequados para o desenvolvimento da espécie até o
ano de 2070 e que apenas areas de montanha permanecerao favoraveis para
seu crescimento (CASTRO et al., 2020). O cenario também nao € diferente em
outro estudo que utilizou projegbes por software para entender como as
mudancas climaticas e o uso da terra podem afetar a distribuicdo da araucaria.
Os autores projetam que nas préximas décadas pode ocorrer uma redugao de
até 77% nas areas adequadas para o crescimento da araucaria, o que reforga
que o desenvolvimento de estratégias para a conservacado da espeécie sdo de
extrema urgéncia e importancia (MARCHIORO; SANTOS; SIMINSKI, 2021).

Desta forma, considerando os relatos da literatura, é evidente a
necessidade de compreender os eventos decorrentes da variacdo de
temperatura no desenvolvimento da araucaria, principalmente nos estagios

iniciais de desenvolvimento desta espécie.
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2.3 Marcadores bioquimicos em embrides somaticos

2.3.1 Espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN)

O termo ERO inclui espécies derivadas do O2 que sejam mais reativas
que o mesmo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). De importancia nos sistemas
bioldgicos, destacam-se o perdxido de hidrogénio (H20:2), o radical superdxido
(O2°*-), o radical hidroxila (*OH) e o oxigénio singlete ('02) (NAVROT et al.,
2007).

As ERO séao geradas especialmente nos peroxissomos, cloroplastos e
mitocdndrias (MITTLER, 2017), sendo um subproduto associado ao
metabolismo aerdbico (FOYER; NOCTOR, 2013). Em alguns casos de estresse,
as elevagdes nos niveis de ERO podem ser toxicas, levando a oxidagao de
proteinas, lipideos, DNA e RNA (FOYER; NOCTOR, 2013; KONIG;
MUTHURAMALINGAM; DIETZ, 2012). Por outro lado, 0 aumento nos niveis de
ERO pode ser combatido pela ativagcdo de diversas enzimas antioxidantes
(MITTLER et al., 2004).

O sistema enzimatico para eliminagdo de ERO inclui a superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e as enzimas do ciclo da glutationa/ascorbato:
a ascorbato peroxidase (APX), glutationa redutase (GR), Glutationa peroxidase
(GPX), Glutationa S-transferase (GST), peroxidases (Prxs), dehidroascorbato
redutase (DHAR) e monodehidroascorbato reductase (MDHAR) (FOYER;
NOCTOR, 2011; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Além disso, também
importante é o sistema nao enzimatico constituido pela glutationa (GSH), acido
ascorbico (ASA), tocoferois (TOC) e os compostos fendlicos (AHMAD; SARWAT;
SHARMA, 2008; JALEEL et al., 2009).

Diferentemente das mitocondrias de animais, as mitocdndrias de
vegetais apresentam enzimas adicionais na cadeia transportadora de elétrons,
nomeadamente: as NADP(H) desidrogenases alternativas (NADin e NADex), a
proteina desacopladora de mitocondrias de plantas (UCP) e a oxidase
Alternativa (AOX), que auxiliam na modulagdo dos niveis de ERO (MJLLER,
2001; VALENTE et al., 2012; VERCESI et al., 1995; VERCESI et al., 2006).
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Particularmente para mitocondrias isoladas de células embriogénicas de A.
angustifolia, Valente e colaboradores (2012) caracterizaram a presenga de AOX
e UCP. Neste trabalho, os autores estressaram as células embriogénicas de
Araucaria angustifolia por baixas temperaturas (4°C por 24 ou 48h) e, apds o
isolamento de mitocdndria dessas culturas, avaliaram a atividade da UCP e da
AOX, demonstrando um aumento de 45% na atividade da UCP e uma pequena
elevacgao na atividade da AOX. Ensaios de western blot ainda evidenciaram um
aumento da UCP de 40 e 150%, nos tempos de 24 e 48h. A viabilidade das
células néao foi alterada nas condigdes de estresse. Os autores sugeriram que a
presenca da AOX e UCP em gimnospermas pode estar associada com o controle

de ERO e a resisténcia ao estresse abidtico.

De acordo com Mittler et al. (2004) existe um balango entre a geragao
de ERO e a atividade das defesas antioxidantes a fim de manter um nivel néo
toxico destas espécies. Ainda neste contexto, alteragdes dos niveis basais de
ERO estdo envolvidas na sinalizagdo de processos celulares. O papel de
sinalizagdo por ERO é amplo, podendo atuar na expressao de genes em
resposta a estimulos bidticos e abioticos, no crescimento e desenvolvimento de
plantas e na ativacdo de morte celular programada, entre outros (MITTLER,
2017; MITTLER et al., 2004; NOCTOR; REICHHELD; FOYER, 2018; PARENT;
CAPELLI; DAT, 2008).

No presente estudo, buscou-se relacionar o papel das ERO no
desenvolvimento de embrides somaticos de A. angustifolia, considerando que
estas espécies podem resultar na ativagdo da MCP, que em coniferas pode
sinalizar para a diferenciacdo de massas pré-embrionarias em embrides
somaticos (BOZHKOV; FILONOVA; SUAREZ, 2005; FILONOVA; BOZHKOV;
VON ARNOLD, 2000; JO et al., 2014).

O oxido nitrico € uma molécula pequena, de meia-vida curta no ambiente
celular, por se apolar é altamente lipofilico, tendo a capacidade de transpor
membranas lipidicas e de interagir com diferentes moléculas (BEGARA-
MORALES et al., 2018). Em plantas, pode estar envolvido na transmissao de
sinais para diversas fung¢des, como a germinagao de sementes (WANG; ZHU;
LANG, 2015), resposta a patogenos (CHANDOK et al., 2003), indu¢cédo a MCP
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(PEDROSO; MAGALHAES; DURZAN, 2000) e resposta ao estresse abidtico
(FANCY; BAHLMANN; LOAKE, 2017).

Em condi¢des de estresse podem ocorrer interagdes entre NOe e ERO
resultando em compostos intermediarios, denominados espécies reativas de
nitrogénio (ERN), que podem provocar diversas reacdes fisiologicas,
dependendo do ambiente celular e de sua concentragdo (GROSS; DURNER;
GAUPELS, 2013). Um exemplo é a reacao do anion superoxido (O2°~) com NO®,
resultando na formagéo do anion peroxinitrito (ONOO~). O ONOO™ ¢ instavel e
pode interagir com algumas proteinas, causando a nitracdo da tirosina e, com
isso, modificacbes pos-transcricionais (SZABC); ISCHIROPOULQOS; RADI,
2007). Sabe-se também que o NO* pode interagir com grupos tiol da cisteina da
NADPH oxidase, causando sua nitragao, o que pode controlar os niveis de ERO
pela modulagao negativa desta enzima. A enzima NADPH oxidase catalisa uma
das principais reagdes geradoras de O2°*~ em situagdes de estresse (YUN et al.,
2011).

O NO* é responsavel por regular um conjunto de processos fisiolégicos
em plantas (MUR et al., 2013). No entanto, muitos estudos ainda s&o
necessarios para esclarecer os mecanismos envolvidos. Em Araucaria
angustifolia, Vieira e colaboradores (2012), demonstraram que o incremento nos
niveis de NO*® esta associado com o aumento da divisdo e diferenciacdo de
células embriogénicas. Silveira et al. (2006) observaram uma maior
concentragdo de NO® em células embrionarias de Araucaria angustifolia em
relagdo as células suspensoras, sugerindo a importancia dessa molécula no
desenvolvimento dessa espécie, considerando o papel das células embrionarias

no desenvolvimento destas culturas.

2.3.2 Poliaminas

As poliaminas s&o um grupo de moléculas de estrutura basica e massa
molecular baixa (88 — 202 g/mol), encontradas, na forma livre ou conjugada, em
todas as células vegetais (SANTA-CATARINA et al., 2006; TSANIKLIDIS et al.,
2020). As formas comumente encontradas sédo a putrescina (Put), espermidina
(Spd) e espermina (Spm) (MATTOO et al., 2010; TSANIKLIDIS et al., 2020). A
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sintese dessas moléculas ocorre pela descarboxilagdo dos aminoacidos
metionina, arginina ou ornitina (PAL BAIS; RAVISHANKAR, 2002).

A putrescina é sintetizada a partir da descarboxilagdo da ornitina e
arginina em reagdes catalisadas pelas enzimas ornitina descarboxilase (ODC) e
arginina descarboxilase (ADC), respectivamente. A formacdo da espermidina
ocorre pela agcado da enzima espermidina sintase (SPDS) que catalisa a reagao
de incorporagdo de um grupo aminopropil na molécula de putrescina e, em
seguida, a enzima espermina sintase (SPMS) adiciona um grupo aminopropil na
espermidina dando origem a espermina, ambas as enzimas SPMS e SPDS
utilizam S-adenosilmetionina descarboxilada originada a partir da metionina
(BARON; STASOLLA, 2008).

Nas plantas, as poliaminas podem regular diferentes vias relacionadas a
resposta ao estresse abidtico (BITRIAN et al., 2012), como a defesa contra
patogenos (MOUNCE et al.,, 2017), e ativaggo da MCP (MOSCHOU,
ROUBELAKIS-ANGELAKIS, 2014). Sao também biomarcadores da proliferagcao
e diferenciacao das células vegetais (PAL BAIS; RAVISHANKAR, 2002) e estao
diretamente relacionadas com a embriogénese somatica (BARON; STASOLLA,
2008). Santa-Catarina et al. (2006), sugeriram que a poliamina putrescina esta
envolvida nas fases iniciais da embriogénese de Ocotea catharinensis, ja a
espermina € essencial nas fases finais do desenvolvimento embrionario. Em
coniferas, as poliaminas sdo biomarcadores dos estagios de desenvolvimento
de embrides somaticos (MINOCHA et al., 1999; SILVEIRA et al., 2004).

Em sementes de araucaria as poliaminas parecem ser sinalizadoras do
término da germinacédo (PIERUZZI et al., 2011). Ja nas células de araucaria,
estado envolvidas na diferenciagao das culturas embriogénicas (SILVEIRA et al.,
2006) e relacionadas com o desenvolvimento de embrides somaticos
(ASTARITA; FLOH; HANDRO, 2003). Jo e colaboradores (2014) relataram
maiores niveis da poliamina Put em culturas embriogénicas de células SE6
(bloqueadas para desenvolvimento do embrido somatico). Os maiores niveis de
putrescina podem justificar os baixos niveis de etileno encontrados nesta
linhagem, ja que a via biossintética de poliaminas e etileno compartilham um
precursor comum, a SAM (VALERO; MARTINEZ-ROMERO; SERRANO, 2002).
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2.3.3 Etileno

Entre os horménios vegetais, o etileno € um dos mais simples
estruturalmente, possui apenas dois atomos de carbono e quatro atomos de
hidrogénio, por ser gasoso pode atravessar membranas com facilidade (LIGHT
et al., 2016). Sua biossintese ocorre a partir da metionina que € convertida S-
adenosil-metionina (SAM) em reacdo catalisada pela S-adenosilmetionina
sintase. Na reacao subsequente, SAM é convertida pela agdo da enzima ACC
sintase a acido aminociclopropano carboxilico, que por sua vez € oxidado a
etileno pela acédo da enzima ACC oxidase (WANG, LI, & ECKER, 2002).

A funcado mais atribuida ao etileno € a do amadurecimento de frutas
(BARRY; GIOVANNONI, 2007; PECH et al., 2012), porém, este fito-hormonio
tem fungbes mais abrangentes. De acordo com Chang et al. (2013), o etileno
pode modular cerca de 1000 genes, atuando em todas as fases do
desenvolvimento de plantas, desde a germinagdo, crescimento,
amadurecimento e também em resposta ao estresse (LIGHT et al., 2016; PEI et
al., 2017).

Em relagdo a embriogénese somatica, o etileno tem efeitos variados em
algumas espécies. Em Daucus carota (ROUSTAN; LATCHE; FALLOT, 1989),
Picea abies (WANN et al., 1987), Hevea brasiliensis (AUBOIRON; CARRON;
MICHAUX-FERRIERE, 1990) e Brassica napus (LEROUX et al., 2009), o
aumento de seus niveis esta associado a nao formacao de embrides somaticos.
Por outro lado, em linhagens de Medicago sativa (KEPCZYNSKA; ZIELINSKA,
2011), Quercus ilex (MAURI; MANZANERA, 2011), Pinus sylvestris (LU;
VAHALA; PAPPINEN, 2011) e em linhagens SE1 de Araucaria angustifolia,
niveis mais elevados de etileno foram associados ao desenvolvimento de

embrides somaticos (JO et al., 2014).

2.3.4 Gene SERK

Ainda em relagcdo aos fatores que podem interferir na embriogénese

somatica, destaca-se o gene SERK (Somatic Embryogenesis Receptor Kinase).
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Segundo Becraft (1998), essa familia de genes codifica uma proteina quinase
receptora transmembrana rica em sequencias de leucina (LRR-RLKS), que atua
como transdutora de sinais, resultando em respostas especificas no inicio e ao
longo do desenvolvimento da embriogénese somatica (SASAKI et al., 2007;
YANG; ZHANG, 2010). Diferentes ligantes podem interagir com LRR-RLKs
resultando na transmiss&o de uma variedade de sinais para o citosol (KUMAR;
VAN STADEN, 2019), que podem desencadear a morte da planta (HE et al.,
2007), a diferenciagao de tecidos (FISHER; TURNER, 2007) ou a formagao de
embrides (JO, 2012; NODINE; YADEGARI; TAX, 2007; STEINER et al., 2012).

Sabe-se também que em algumas plantas o gene SERK esta
diretamente associado com o estresse abidtico. O silenciamento desse gene na
alface a torna mais suscetivel ao ataque de fungos (SANTOS, ROMANO,
VIEIRA, BALDONI, & ARAGAO, 2009). Por outro lado, a super expressio desse
gene esta associada a resisténcia pelo ataque de fungos, como demonstrado

para o arroz no trabalho de Hu e colaboradores (2005).

De acordo com Steiner et al. (2012), o gene homdlogo AaSERKT,
encontrado em Araucaria angustifolia, codifica uma proteina de 630 aminoacidos
muito similar a sequéncia encontrada em membros da familia SERK de
angiospermas. Estes autores sugeriram que a expressdo desse gene esta
associada a competéncia para formacdo de embrides somaticos em
gimnospermas, como observado em angiospermas (BEN MAHMOUD et al.,
2017; CUEVA; CONCIA; CELLA, 2012). Assim, é possivel que homoélogos do
gene SERK tenham sido mantidos ao longo da diversificagdo dessas plantas.
Ainda, de acordo com Jo (2012), o homdélogo AaSERK1 pode ser usado como
um marcador para culturas embriogénicas de Araucaria angustifolia com alto
potencial embriogénico. Portanto, considerando a importdncia do gene
AaSERK1 no desenvolvimento de embrides de araucaria, € importante

compreender se elevacdes na temperatura podem modular sua expressao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

Sacarose, L-glutamina, mio-inositol, tiamina, piridoxina, acido nicotinico,
glicina, paraformaldeido, glutaraldeido, cacodilato, tetréxido de ésmio, acetato
de uranil, etanol, acetona, Epon-812, nitrato de chumbo, citrato de sédio acetato
de diclorofluoresceina, Tris-HCI, sacarose, HEPES, EGTA, cisteina, BSA,
Percoll®, KCI, MgCl2, Glutamato, Malato de sédio, succinato, ascorbato, TMPD,
FCCP, SHAM, rotenona, cianeto, antimicina A, poliacrilamida, acetonitrila,

poliaminas (Put, Spd, Spm) foram adquiridos da Sigma Aldrich® (EUA).

Anticorpo primario para ATPp, kit Super Signal West Pico (Thermo
Scientific), membrana de nitrocelulose (Amershan Hybond PVDF - GE),
anticorpo primario para AOX, kit de extragao Purelink™ RNA Mini Kit (Thermo
Fisher Scientific®), DNAse | (Fermentas®), kit de reagdo SuperScript™ Il First-
Strand Synthesis SuperMix for gRT-PCR (Invitrogen®), primer gene AaSERKT,
primer gene UBIQUITINA-1, SYBR Green (QIAGEN®), acido perclérico, HCI,
cloreto de dansil, carbonato de sddio, prolina, cloroférmio, acetonitrila e outros
reagentes utilizados, com alto grau de pureza, foram adquiridos da Merck® do
Brasil. Todos reagentes utilizados continham alto grau de pureza. Todas as
solugdes utilizadas foram preparadas com agua ultrapura obtida em purificador
Millipore MilliQ®.

3.2 Cultivo das linhagens embriogénicas de A. angustifolia

As linhagens de Araucaria angustifolia com diferentes potenciais
embriogénicos (SE1 e SEG), cedidas pela professora Dra. Eny lochevet Segal
Floh (IBUSP), foram cultivadas em placas de Petri (150 mm x 25 mm) contendo
25 mL de meio basico de cultura MSG (BECWAR; NOLAND; WYCKOFF, 1989),
suplementado com sacarose (30 g L"), L-glutamina (1,46 g L"), mio-inositol (0,1
g L") e vitaminas (tiamina 0,29 pyM, piridoxina 2,43 uM, acido nicotinico 4,06 uM
e glicina 26,6 uM) solidificados em Gelrite ® (Sigma Aldrich) (3 g L"). As

linhagens celulares embriogénicas foram mantidas em incubadora (FANEM -
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502) a 25 + 1 ° C no escuro e subcultivadas a cada 20 dias para novas placas
contendo meio. Todos os ensaios foram realizados com as células entre 13 e 15
dias de cultura, ou seja, na fase exponencial de crescimento (ASTARITA &
GUERRA, 1998; SILVEIRA et al., 2002; STEINER, 2005).

3.3 Condicdes de estresse

As linhagens celulares (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 h na auséncia de luz. As linhagens do grupo controle ficaram mantidas em

incubadora a temperatura de 25 £ 1°C, também na auséncia de luz.

3.4 Analise morfoldgica

Para os ensaios de microscopia eletrénica de transmissdo (MET), as
células (100 mg de peso fresco) foram fixadas inicialmente em tampéao
Karnowski (paraformaldeido a 2%, glutaraldeido a 2,5% em tampao cacodilato
0,1 mM) (KARNOVSKY, 1965), pH 7,2, a 4 °C. Ap0s a fixacao, as células foram
lavadas com tampéao cacodilato 0,1 mM, pH 7,2, a 4 °C e pods-fixadas por 1 h no
mesmo tamp&o contendo tetroxido de ésmio a 2%. Em seguida, as células foram
incubadas por 2 h em acetato de uranil a 2% para coloragédo em bloco. Para a
desidratacdo das células, uma série de adicbes de etanol foi utilizada em
concentragdes crescentes (10, 30, 50, 70, 90 e 100%), seguida pela
desidratagdo com acetona. A resina Epon-812 (LUFT, 1961) foi utilizada para
impregnagao e inclusao e segdes ultrafinas foram feitas por laminas de vidro e
diamante no ultramicrétomo Sorval Porter Blum MT-2, que foram contrastadas
em solugdo aquosa contendo 2% de acetato de uranila (WATSON, 1958) e
nitrato/acetato de chumbo (nitrato de chumbo 2,7% e citrato de sdédio 2,8%)
(REYNOLDS, 1963). Finalmente, as imagens foram obtidas no Centro de
Microscopia Eletrénica da UFPR no microscépio eletrénico de transmissao
modelo JEOL 1200EX II.
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3.5 Niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO)

Para analisar os niveis de ERO, foi utilizada a sonda acetato de
diclorofluoresceina (DCFH-DA), capaz de atravessar as membranas celulares e
no interior das células ser convertida em DCFH por esterases. O DCFH, por sua
vez, pode ser oxidado na presengca de ERO a diclorofluoresceina (DCF)
(JAMBUNATHAN, 2010), que emite fluorescéncia proporcional a quantidade de
ERO (LIU et al., 2010).

Neste ensaio, as células (400 mg de peso fresco) foram
homogeneizadas em nitrogénio liquido, seguido pela adicdo de 1 mL de tampao
Tris-HCI 10 mM, pH 7,2. Esta suspensao foi centrifugada (12.000 x g) por 20 min
a 4 °C e o sobrenadante foi coletado. Este procedimento foi realizado até que
um sobrenadante limpido fosse obtido. Em seguida, para 100 pL de
sobrenadante foram adicionados 900 uL de tampao Tris-HCI 10 mM, pH 7,2. Na
sequéncia, a fluorescéncia foi determinada apds a adicdo de 10 yL de DCFH-DA
1 mM (concentracao final 10 uM) em leitor de microplacas, usando comprimentos
de onda de 485 nm (excitagdo) e 530 nm (emisséo). Os resultados foram

expressos em porcentagem de fluorescéncia em relagao ao controle (100%).

3.6 Isolamento de mitocbndrias

Para obtencédo das mitocéndrias, com ajuda de uma tesoura, cerca de
45 g (peso fresco) de células foram homogeneizadas em 200 mL de meio de
extragcéo (sacarose 250 mM, HEPES 10 mM (pH 7,6), EGTA 2 mM, cisteina 3
mM e BSA 0,2 g% (m/v)). Em seguida, com o auxilio de um homogeneizador van
Potter—Elvehjem, as células foram fragmentadas por 10 vezes com pistilo frouxo
e mais 10 vezes com pistilo mais estreito. Apods essa etapa as células ainda
passaram por um pulso de fragmentacdo no equipamento Turratec. O
homogenato obtido foi filtrado tecido gabardine para separar as partes sélidas,
na fragao liquida o pH foi ajustado para 7,2 (FURLANETTO, 2018; VALENTE et
al., 2012).

Para a obteng&o das mitocdndrias 0 homogenato celular passou poruma

série de centrifugagdes como descrito por Mariano et al. (2004, 2008).

39



Inicialmente o homogenato foi centrifugado por 10 min a 1.000 x g € o
sobrenadante separado e centrifugado a 15.000 x g por 10 min. Com a ajuda de
um pincel o precipitado foi ressuspenso cuidadosamente em meio de isolamento,
constituido de sacarose 250 mM, HEPES 10 mM pH 7,2, EGTA 0,25 mM, BSA
0,2 g% (m/v) e centrifugado a 1000 x g por 10 min. O sobrenadante foi coletado
e realizou-se outra centrifugacao a 15.000 x g por 10 min. O precipitado contendo
as mitocdndrias foi ressuspenso em 1 mL de meio de isolamento. Para
purificacéo, a fragdo mitocondrial foi submetida a utracentrifugacao a 40.000 x g
por 40 min em gradiente descontinuo de Percoll® (13,5%, 21% e 45% (v/v))
(JACKSON et al., 1979; MILLAR; LIDDELL; LEAVER, 2007). A fracado presente
entre as concentragdes de 21% e 45%, correspondente as mitocdndrias foi

coletada e diluida em meio de isolamento.

Para remocgao do Percoll foi realizada uma centrifugacédo a 15.000 x g
por 15 min. Finalmente, o precipitado contendo as mitocondrias foi ressuspenso
em meio de isolamento e as proteinas mitocondriais quantificadas pelo método
de Bradford (1976).

3.7 Respiragao mitocondrial

Para avaliar a respiragao mitocondrial, as organelas foram isoladas das
células embriogénicas de Araucaria angustifolia como descrito no item anterior
(MARIANO et al. 2004, 2008) e o consumo de oxigénio determinado em oxigrafo
de alta resolugao (Oxygraph-2k- Oroboros®), em camaras de 2 mL, a 28°C, sob
agitacdo constante. O meio de reagdo continha sacarose 250 mM, tampéo
Hepes 10 mM, pH 7,2, KCI 2 mM, BSA 0,2% (v/v) e MgCl2 500 mM (VALENTE
et al., 2012). Foram utilizados como substratos oxidaveis: Glutamato de sodio 10
mM e Malato de s6dio 10 mM (Complexo 1), succinato 10 mM (Complexo II),
ascorbato 2 mM e TMPD 0,5 mM (Complexo 1V), na presenca de 0,5 mg de
proteina mitocondrial. De acordo com o desenho experimental foram
adicionados: o desacoplador FCCP (0,5 upM) e os inibidores acido
salicilhidroxdmico (SHAM) 4 mM, rotenona 2 pM, cianeto 0,5 mM e a antimicina
A (AA) 0,5 pM. Os resultados foram expressos como fluxo de oxigénio em pmol

de Oz consumido/seg/mg proteina mitocondrial.
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3.8 Respiragao celular via AOX

Para determinar o consumo de oxigénio pela via da AOX, em 1 mL de
meio de reacgéao (sacarose 250 mM, EGTA 0,25 mM, BSA a 0,2% (g/v) e HEPES
10 mM (pH 7,2)) (MARIANO et al.,, 2008; VALENTE et al., 2012) foram
adicionados 150 mg de células (peso fresco), em seguida o meio contendo as
células foi homogeneizo em van Potter—Elvehjem por 10 vezes com pistilo frouxo
e mais 10 vezes com pistilo mais estreito. ApoOs a obtengcdo do homogenato
celular, a atividade da AOX foi determinada em oxigrafo de alta resolugéo
(Oxygraph-2k- Oroboros®), em camaras de 2 mL, temperatura de 28 °C e
agitacdo constante. Nos ensaios foram utilizados 1 mL da suspenséo celular
correspondente a 150 mg (peso fresco) de células em volume final de 2 mL.
Foram adicionados: o desacoplador FCCP (0,5 uM) e os inibidores acido
salicilhidroxamico (SHAM) 4 mM e a antimicina A (AA) 0,5 pM. Os resultados
foram expressos como fluxo de oxigénio em pmols de O2 consumido min-' mg

peso fresco de célula.

3.9 Western blot

Para os ensaios de Western Blot para a detecgcdo da enzima ATP sintase
(subunidade (), proteinas (100ug), obtidas a partir de mitocéndrias isoladas de
A. angustifolia (25 + 1 °C) como descrito no item 3.6, foram utilizadas para
realizacéo de eletroforese em gel de poliacrilamida 10% (Amersham ECL Gel,
GE Healthcare). Em seguida, as proteinas do gel foram transferidas para
membrana de nitrocelulose (Amershan Hybond PVDF - GE) e realizou-se o
bloqueio de proteinas inespecificas com solugao de BSA 5%, por 1h, em
temperatura ambiente. Na sequéncia, a membrana foi incubada por 24h a 4°C
com anticorpo primario para ATPB (diluicdo 1:5000), obtido a partir de um
peptideo sintético conjugado, derivado de sequéncias de plantas, algas
(cloroplastos e mitocondrias) e bacterianas que possuem a subunidades beta da
ATPB-sintase (AS03 030 Agrisera™). Apés a ligacdo do anticorpo primario, a
membrana foi lavada 3x por 5 min com tampao TBS-T 1x e incubada por 1h com

o anticorpo secundario (Chicken, diluicdo 1:20000). A presenga da proteina ATP
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sintase (subunidade B), que possui massa molecular de 53,9 kDa (GELLERT et
al., 2018), foi visualizada por método de quimioluminescéncia com o kit Super

Signal West Pico (Thermo Scientific).

Para identificagdo da proteina AOX nas linhagens SE1 e SEG6 cultivadas
a 25 °C e sob estresse 30 °C, as proteinas (100ug), obtidas a partir de células
ou mitocdndrias isoladas de A. angustifolia, foram utilizadas para realizagao de
eletroforese em gel de poliacrilamida 10% (Amersham ECL Gel, GE Healthcare).
Em seguida, foi realizada a transferéncia das proteinas do gel para membrana
de nitrocelulose (Amershan Hybond PVDF - GE) e bloqueio de proteinas
inespecificas com solugao de BSA 5%, por 1h, em temperatura ambiente. Na
sequéncia, a membrana foi incubada por 24h a 4°C com anticorpo primario para
AOX (diluigdo 1:1000), obtido a partir de um peptideo sintético conjugado,
derivado do motivo de consenso C-terminal totalmente conservado a partir de
isoformas da AOX das plantas Arabidopsis thaliana, Solanum lycopersicum e
Oryza sativa (AS04 054 Agrisera™). Apds a ligagdo do anticorpo primario, a
membrana foi lavada 3x por 5 min com tampao TBST 1x e incubada por 1h com
o anticorpo secundario para AOX (Rabbit, diluicao 1:50000). A presenca das
proteinas foi visualizada por método de quimioluminescéncia com o kit Super

Signal West Pico (Thermo Scientific).

3.10 Expresséo do gene AaSERK1

A expressado do gene AaSERKT foi avaliada por PCR em tempo real

(qRT-PCR) segundo Jo (2012), como descrito a seguir.

O RNA total foi extraido a partir de 150 mg (peso fresco) de células
homogenizadas em nitrogénio liquido, utilizando o kit de extragdo Purelink™
RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific®?) de acordo com as orientagdes do
fabricante. A concentragao de RNA total foi determinada em espectrofotémetro
NanoDrop™ (Thermo Scientific®), em comprimentos de onda de 260 e 280 nm.
A digestdao do RNA (1ng) foi feita com a enzima DNAse | (Fermentas®) como
descrito pelo fabricante. Para a sintese do cDNA foi utilizado o kit de reacao
SuperScript™ |l First-Strand Synthesis SuperMix for qRT-PCR (Invitrogen®)

seguindo-se as instrugdes do fabricante.
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As reacoes de qRT-PCR foram realizadas em termociclador Rotor-Gene
(QIAGEN®). O cDNA obtido foi diluido 1:15 vezes em agua ultrapura e foram
utilizados 3 pl para a reagdo, em presenga de 800 nM do primer do gene alvo
AaSERK1 (Forward &' - GCAGTGGTGGGGGATTTTG -3' — Reverso 5' -
CAAGGTCAAATGCCCGTTGTC -3') e do gene normalizador UBIQUITINA-1
(UBI1) (Forward 5'- CCT CGT GTG CGA TTT ACG TC -3' — Reverso 5'- GGG
CGG CTT CTG GAT TTG -3') e, 2x SYBR Green (QIAGEN®). Os ciclos de
amplificagdo foram de 95 °C por 10 min e 40 ciclos de: 95 °C por 15 seg, 55 °C
por 1 min e 72 °C por 30 seg (instante em que acontece a leitura do sinal emitido
pelo SYBR Green) (JO, 2012). Os valores foram analisados de acordo com a
fluorescéncia de cada amostra amplificada exponencialmente em cada ciclo
“cycle threshold” (ct). Os dados foram normalizados com o gene UBI1 e os
resultados apresentados como expressao do gene AaSERK1 em relagdo ao

controle.

3.11 Determinacgao da concentragéo de proteinas

A concentracdo das proteinas obtidas nos ensaios foi determinada

seguindo o método de Bradford (1976), utilizando curva padréao de albumina.

3.12 Analise Estatistica

Os resultados sao apresentados como média + desvio padrdo da média
e submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey para comparagao
das médias. Foram considerados significativos os valores que apresentarem
p=<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Morfologia

Os resultados das analises dos ensaios de microscopia eletrénica de
transmissao (MET) realizados neste estudo (Figura 1) n&o evidenciaram
diferengas visuais significativas na morfologia das células dos grupos controle
das linhagens SE1 e SE6, porém, analises quantitativas nao foram realizadas.
Entretanto, FURLANETTO et al. (2021) demonstraram, a partir de andlises
quantitativas de 12 imagens de MET de cada linhagem celular, diferencas em
relagdo ao numero, volume e eletrodensidade das mitocéndrias. Os autores
evidenciaram que a linhagem SE6 apresentava um maior numero de
mitocondrias e que estas organelas eram mais eletrondensas em comparagao
as presentes na linhagem SE1, o que poderia indicar uma maior quantidade de
complexos da cadeia respiratoria na linhagem nao responsiva. Por outro lado, o

volume das mitocondrias foi menor na linhagem SEB6.

Em relacdo as condi¢cdes de estresse, para a linhagem SE1 somente
apos 72h de estresse foram observadas mitocéndrias com morfologia alterada,
algumas aparentemente rompidas (setas vermelhas). Para a linhagem SEBG, ja a
partir de 48h observou-se uma redugdo no tamanho e no numero de
mitocdndrias (setas amarelas). Ja as células estressadas por 72h a 30°C, assim
como observado para a linhagem SE1, apresentaram mitocdndrias com
morfologia alterada ou rompidas (setas vermelhas), sugerindo que 72h de
exposicao a 30°C causa significativas alteragbes na morfologia e na quantidade

de mitocdndrias nas duas linhagens estudadas.
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Figura 1 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DAS LINHAGENS SE1
E SE6 SUBMETIDAS AO ESTRESSE PELO CALOR

SE1 SE6

oy

Controle
(25 °C)

30°C 48 h

72h

NOTA: As imagens foram obtidas utilizando Microscépio eletrénico de transmissdo JEOL 1200EX
[l com aumento de 3000X como descrito em materiais e métodos (item 3.4). A coluna da esquerda
corresponde a linhagem SE1 e a da direita a linhagem SE6. Controle: células cultivadas a 25 +
1°C. Estresse: células cultivadas a 30 + 1°C por 24, 48 e 72h, como especificado nas imagens. As
setas verdes indicam mitocondrias intactas e as setas amarelas e vermelhas mitocondrias com
morfologia alterada ou rompidas, respectivamente.

Estas alteracbes morfolégicas estdo de acordo com os resultados de

Kaziuk (2017), que observou nas mesmas condigdes de estresse, (30°C, 72h)
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uma reducado na viabilidade das células SE1 e SE6 em 50% e 45%,
respectivamente. O autor também demonstrou um aumento significativo na
lipoperoxidacdo, de 34% para linhagem SE1 e 77% para a linhagem SEG6,
quando comparadas com seus respectivos controles (células cultivadas a 25 +
1°C).

Alteragcbes morfolégicas decorrentes do estresse pelo calor foram
demonstradas para outras espécies. Para a colza (Brassica napus L.), por
exemplo, Rashid et al. (2020) demonstraram que em tecidos de sementes
expostos ao estresse de 30 °C dia e 25 °C noite, por quatro dias, houve um
rompimento da membrana celular e danos mitocondriais (RASHID et al., 2020),
resultados semelhantes aos observados para as culturas de araucaria no

presente estudo.

Os efeitos da variacdo de temperatura, mas especificamente de baixa
temperatura (4°C), também sao descritos para células embriogénicas de A.
angustifolia, ndo caracterizadas quanto a responsividade a maturagao
(FURLANETTO et al.,, 2019; VALENTE et al., 2012). Nao foram observadas
alteragdes da morfologia celular em 24 e 48h de estresse a 4°C. No entanto,
Valente et al. (2012) relataram a maior expressao e atividade da proteina
desacopladora de plantas (UCP), sugerindo o envolvimento desta proteina em
situacbes de estresse por temperatura e relacionando sua atividade com o
controle da formacédo de ERO. Ainda neste contexto, Furlanetto et al. (2019),
demonstraram o aumento na atividade das enzimas antioxidantes ascorbato
peroxidase (APx) e dehidroascorbato redutase (DHAR), aumento na
lipoperoxidagao de membranas, redugao da atividade da enzima catalase (CAT)
e da enzima NAD(P)H desidrogenase alternativa externa, demonstrando que o
estresse pelo frio € capaz de promover o estresse oxidativo em células
embriogénicas de Araucaria angustifolia e, que o estresse é acompanhado pela
maior ativagdo das vias antioxidantes nessa espécie. Outra informagao
importante dos estudos de Valente et al. 2012 e Furlanetto et al. (2019) é o fato
de que a auséncia de alteragdes morfoldgicas ndo excluiu efeitos em parametros
bioquimicos, como a atividade das enzimas antioxidantes celulares e

mitocondriais.
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4.2 Niveis de ERO

De forma geral, as ERO tém sido consideradas como “vilas” para as
células de plantas, porém, atualmente sua importancia fisiolégica € reconhecida
(MITTLER, 2017). De fato, seus efeitos benéficos ou maléficos dependerdo de
sua forma quimica (H20z2, 02, HO" ou O2"), quantidade, ambiente celular em que
se encontram e das moléculas com as quais interagem, podendo assim,
desencadear reacdes de sinalizacdo, crescimento, diferenciacédo, protecdo ou
morte celular (FOYER; RUBAN; NOCTOR, 2017). De acordo com Mittler (2017),
deve haver um nivel basal de ERO para o crescimento adequado da planta e o
desequilibrio desses niveis pode prejudicar seu desenvolvimento. Os niveis
adequados, nao toxicos de ERO, sdo mantidos por mecanismos enzimaticos e
nao enzimaticos (FOYER; NOCTOR, 2011).

Situacdes de estresse, como o aumento de temperatura, sdo capazes
de causar o aumento de ERO a niveis téxicos nas plantas (NAVROT et al., 2007),
0 que, por sua vez, pode promover danos ao RNA, DNA, lipideos de membranas
e proteinas, levando a morte celular (GILL; TUTEJA, 2010; MITTLER et al.,
2004).

Neste estudo, para analisar os niveis de ERO, foi utilizada a sonda
acetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA), capaz de permeabilizar as
membranas celulares e, apés a acdo de esterases, é convertida a
diclorofluoresceina reduzida (DCFH). Esta, por sua vez, é oxidada na presenca
de ERO a diclorofluoresceina (DCF) (JAMBUNATHAN, 2010), que emite

fluorescéncia proporcional a sua quantidade (LIU et al., 2010).

Na Figura 2 estdo apresentados os resultados destes ensaios. Nota-se
que houve diferenca nos niveis de ERO ja entre os grupos controle (25°C) das
linhagens SE1 e SE6 (vide legenda da Figura 2), sendo que para a linhagem
SE1 este aumento foi de 79% em relagéo ao controle da linhagem SE6. Este
resultado estd de acordo com os descritos por Jo et al. (2014). para estas
culturas mantidas a 25 °C. Os autores demonstraram que os niveis de ERO,

monitorados por 6 h, aumentaram significativamente na linhagem SE1, ja para a
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linhagem SE6 ndo foram observadas diferencas significativas nos niveis de
ERO.

JO et al. (2014) sugeriram que os maiores niveis de ERO na linhagem
SE1 podem resultar de seu elevado metabolismo energético, uma vez que foi
identificada a proteina mitocondrial ATPase subunidade beta para essa
linhagem. Ainda, sugerem que os maiores niveis de ERO na linhagem SE1
podem ter papel sinalizador para diferenciagdo dessas células, ja que podem
atuar como ativadores da morte celular programada que € um dos eventos
responsaveis pela diferenciacdo de massas pré-embrionarias a embrides
somaticos (BOZHKOV; FILONOVA; SUAREZ, 2005). Quanto a linhagem SEB6,
segundo os autores, os menores niveis de ERO podem estar relacionados com
a presenca da proteina subunidade F de NADH desidrogenase, que pode atuar
no controle dos niveis de ERO (JO et al., 2014).

Quando as culturas foram submetidas ao estresse a 30°C, houve uma
grande elevagao nos niveis de ERO (Figura 2), em 24h de ~37% para a linhagem
SE1 e ~106% para linhagem SE6. No tempo de 48h, para a linhagem SE1
observou-se uma diminuigdo dos niveis de ERO em ~37% e, para a linhagem
SE6, embora menor em relacdo ao tempo de 24h, ainda persistiu um aumento
de ~36%. No maior tempo de estresse (72h), os niveis de ERO foram reduzidos
significativamente na linhagem SE1 (~61%), enquanto que para a linhagem SE6

retornaram aos niveis do controle.
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Figura 2 — NiVEIS DE ERO DE CELULAS EMBRIOGENICAS SE1 E SE6
ESTRESSADAS PELO AUMENTO DE TEMPERATURA
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NOTA: Os niveis de ERO foram estimados a partir de medidas de fluorescéncia da sonda acetato
de diclorofluoresceina (DCFH-DA) como descrito em materiais e métodos (item 3.5). Controle:

células cultivadas a 25 £ 1°C. Os tempos de estresse (30 + 1°C) estao especificados no grafico.
Os resultados, expressos como % do controle, representam a média + SD de trés experimentos

independentes em duplicata. Para SE1, 100% corresponde a fluorescéncia de 32639 £ 1648 UA,

e para SE6, 100% corresponde a fluorescéncia de 18209 * 1302 UA. Valores estatisticamente
diferentes do Controle ***p < 0,0001. **p < 0,004.

Kaziuk (2017) demonstrou um aumento significativo nos niveis de H20:2
em 24h de estresse a 30°C para a linhagem SE1 e uma diminuigao significativa
nos tempos de 48 e 72h. No presente estudo, o mesmo perfil foi encontrado para
os niveis de ERO total para linhagem SE1, ou seja, um aumento significativo em
24h, seguido de uma diminui¢gao nos tempos de 48 e 72h. Para linhagem SEB6, o
autor evidenciou o aumento significativo nos niveis de H202 no tempo de 24h de
estresse, e uma discreta tendéncia de aumento nos tempos de 48 e 72h, porém,
nao foi estatisticamente significativa. Os niveis de ERO total para a linhagem
SEB, no presente estudo, foram significativamente aumentados nos tempos de

24h e 48h, sendo que em 72h, retornaram aos niveis do controle.

A reducdo nos niveis de ERO nos tempos de 48 e 72h pode estar
relacionada com a elevada atividade das enzimas do ciclo Glutationa/Ascorbato
composto pelas enzimas: Ascorbato peroxidase (APX), glutationa redutase (GR),
dehidroascorbato redutase (DHAR) e monodehidroascorbato reductase
(MDHAR) (FOYER; NOCTOR, 2011; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Kaziuk
(2017), demonstrou que nas linhagens SE1 e SE6, quando estressadas (30°C),
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houve um aumento significativo da atividade das enzimas do ciclo
glutationa/ascorbato no tempo de 24h, porém, apos 48h e 72h de estresse,
observou-se maior aumento na atividade das enzimas GR, DHAR e MDHAR.
Estas trés enzimas trabalham de forma ordenada para o fornecimento de
ascorbato (AsA), que atua como doador de elétrons para a enzima APX,
responsavel pela reducdo do H202. Esses resultados sugerem que a alta
atividade dessas enzimas pode estar relacionada com a diminuigdo dos niveis
de ERO nos tempos de 48 e 72h, uma vez que a metodologia para analise de
ERO é inespecifica e pode detectar também o H20-. E importante ressaltar que
o perfil dos resultados dos niveis de ERO e H202 é semelhante na linhagem SE1
e na linhagem SE6 apenas nos tempos de 24 e 72h. Dessa forma, os resultados
obtidos para os niveis de ERO sugerem que o estresse por temperatura (30°C)
foi capaz de promover o estresse oxidativo nas linhagens SE1 e SE6 no tempo

de 24h e em 48h apenas para linhagem SEB6.

Efeitos deletérios do estresse pelo aumento de temperatura e sua
relagdo com o aumento de ERO também foram observados em outras espécies.
Vacca et al. (2004) investigaram os efeitos do estresse térmico em alguns
parametros do metabolismo de células de tabaco (Nicotiana tabacum). Para isto
as células foram expostas a altas temperaturas (37, 45, 55, 60 e 65 °C) por 5 ou
10 min. Os autores observaram que a partir de 55 °C, ocorreu o processo de
morte celular programada (MCP), acompanhada de elevacdes significativas nos
niveis de ERO, inibicdo parcial da oxidagao da glicose e comprometimento da
fosforilacao oxidativa. A partir destes estudos os autores sugeriram que o
estresse térmico reduziu as defesas antioxidantes e causou o comprometimento
de fungdes metabdlicas importantes, resultando no aumento de ERO e indugao
da MCP.

Wang et al. (2012), investigaram os efeitos da exposicao de plantas de
soja ao estresse pelo calor e umidade (40 °C / 30 ° C, 100%/ 70% umidade,
claro/escuro). Os autores observaram que as condicbes de estresse foram
capazes de promover a deterioragdo das sementes, principalmente pelo
acumulo de ERO, especialmente de perdxido de hidrogénio. Observaram
também um aumento significativo na peroxidagéo lipidica. Ainda neste contexto,

Rashid e colaboradores (2020), observaram que o aumento de temperatura (30
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°C dia e 25 °C noite por 4 dias) causou um aumento de até 50% nos niveis de
peréxido de hidrogénio acompanhado de um aumento significativo na

peroxidacgao lipidica.

4.3 Identificagcdo da ATP sintase (subunidade ()

Como demonstrado por Kaziuk (2017), a diminui¢do de ERO observada
para a linhagem SE1 pode estar relacionada com a elevada atividade das
enzimas antioxidantes do ciclo glutationa/ascorbato. Também neste contexto, Jo
et al. (2014), ao realizar a analise protedmica do extrato celular nas linhagens
SE1 e SE6 evidenciaram uma maior quantidade de proteina para enzima ATP
sintase (subunidade B) na linhagem SE1. A partir deste resultado, os autores
sugeriram que a maior quantidade dessa proteina estaria relacionada a uma
maior atividade metabdlica da linhagem SE1 em comparagdo a SE6. No
presente estudo foram realizados ensaios para identificar e quantificar esta

proteina em mitocéndrias isoladas destas ceélulas.

Os resultados apresentados na Figura 3 evidenciam a presenga da
proteina ATP sintase (subunidade 3) como uma banda correspondente a massa
molecular de 53 kDa nas duas linhagens SE1 e SEG6 (Figura 3 B). Para quantificar
esta proteina foi necessario normalizar os resultados em fungdo da quantidade
total de proteinas no gel (coloragdo de azul de bromofenol) (Figura 3 A). Para
isto utilizou-se o software Imaged, que possibilitou o escaneamento das
proteinas do gel e também das bandas marcadas com o anticorpo. Assim,
considerou-se como 100% o valor correspondente a todas as proteinas
aplicadas em determinado pocgo (proteinas totais) e a banda marcada apenas
com o anticorpo como correspondente a ATP sintase (subunidade 3) (EATON et
al.,, 2013; FOSANG; COLBRAN, 2015; WELINDER; EKBLAD, 2011). Os

resultados apods esta normalizagéo estao representados na Figura 3 C.
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Figura 3 — DETECGAO DA PROTEINA ATPB EM CULTURAS EMBRIOGENICAS DE

A. angustifolia
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Nota: A deteccao da proteina ATPf foi realizada em mitocdndrias isoladas como descrito em
materiais e métodos (item 3.6) por quimioluminescéncia utilizando anticorpo especifico para essa
proteina como descrito em materiais e método (item 3.9). A) quantidade total de proteinas no gel
(coloragao de azul de bromofenol). B) Membrana com as proteinas da ATP3 marcadas com seu
anticorpo especifico e sua massa molecular em kDa. C) Grafico de normalizagdo comparando
as linhagens SE1 e SE6 de acordo com a raz&o proteina/anticorpo. Os resultados representam
a média = SD de trés experimentos independentes. Valores estatisticamente diferentes **p <
0,0015.

Na Figura 3 C é possivel observar que a enzima ATP sintase
(subunidade B) é mais abundante na linhagem SEG6. Este resultado esta em
desacordo com a analise protedmica realizada anteriormente (JO et al., 2014),
que evidenciou maior abundéancia da proteina na linhagem SE1. No entanto, vale
ressaltar que no presente estudo as células encontram-se em fase de
proliferagdo enquanto que no trabalho de Jo et al. (2014) as células foram
provenientes de culturas em fase de maturagao, ou seja, cultivadas em presenca
de acido abscisico (ABA). Sabe-se que o ABA ¢ utilizado para maturagao por
inibir a proliferagcdo das culturas embriogénicas e induzir a formacdo e
propagacao de embrides somaticos (STASOLLA; YEUNG, 2003; VON ARNOLD
et al., 2002), o que talvez possa alterar a expressdo dessa enzima. Silveira e
colaboradores (2008) sugeriram que a presenga dessa proteina em maior
quantidade na linhagem SE1, poderia ser utilizada como marcador de embrides
capazes de chegar ao estado de maturagdo. Jo et al. (2014), em um estudo de
protedmica das mesmas linhagens de A. angustifolia em estagio de proliferacao,
salientaram que a presenca da ATP sintase (subunidade ) na linhagem SE1,
pode ser utilizada como marcador para linhagens responsivas a fatores de

maturacao.
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Ainda neste contexto, para o espinafre (Spinacia oleracea L.), Ito et al.
(1997) relataram que durante a germinagcdo de sementes ha uma maior
expressao de genes que codificam proteinas de subunidades da ATPase. Gellért
et al. (2018) demonstraram que a inoculagao com o virus que causa a doenga
chamada mosaico do pepino em Nicotiana clevelandii, poderia levar a apoptose
e a morte celular. Nesse caso, o virus tem uma mutagao pontual que favorece
sua interagao com o fator F1 da ATP sintase, bloqueando a rotagdo do complexo
enzimatico, o que evidencia a importancia da enzima para sobrevivéncia dessas

plantas.

Com base nas diferengas na expressao da ATP sintase (subunidade )
entre as linhagens e a importéncia desta enzima no metabolismo oxidativo,
optou-se por realizar ensaios de respiracdo em mitocéndrias isoladas das
linhagens SE1 e SEB, a fim de caracterizar possiveis diferencas entre atividade

dos complexos da cadeia respiratoéria.

4.4 Respiragao

Para a realizag&o destes ensaios foram utilizadas mitocéndrias isoladas
das células embriogénicas de A. angustifolia como descrito por (MARIANO et al.,
2004), rompidas por trés ciclos de congelamento -196 °C e descongelamento a
temperatura ambiente. Para o monitoramento do consumo de oxigénio foram
realizadas adicbes sucessivas: do inibidor da oxidase alternativa (AOX), o acido
salicilhidroxamico (SHAM); de NADH (substrato para o complexo | e NADH
desidrogenases alternativas), do inibidor do complexo |, a rotenona; succinato
de sddio (substrato para o Complexo Il); do inibidor do complexo Il, o malonato;
do inibidor do complexo lll, a antimicina A; ascorbato mais TMPD (substratos
para o citocromo ¢ - Complexo V) e, por fim, do inibidor do complexo IV, o
cianeto (KCN). Os resultados sédo expressos como fluxo de oxigénio em pmol de

O2/seg/mg proteina mitocondrial.

Um tragcado demonstrativo destes experimentos esta representado na
Figura 4, em que a linha azul corresponde a concentragdo de oxigénio e a

vermelha, ao fluxo de oxigénio. E possivel observar que as mitocéndrias isoladas
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de células das culturas SE1 e SE6 estdo funcionais e respirando em niveis

adequados apo6s a adicdo dos substratos e inibidores especificos.

Figura 4 — PERFIL DA RESPIRACAO DE MITOCONDRIAS ISOLADAS DE CELULAS
EMBRIOGENICAS DE A. angustifolia
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NOTA: A respiragdo mitocondrial foi avaliada em oxigrafo de alta resolugdo (Oxygraph-2k-
Oroboros®), a 28°C, sob agitagdo constante como descrito em materiais e métodos (item 3.7).
A linha azul corresponde a concentracéo de oxigénio e a linha vermelha corresponde ao fluxo de
oxigénio. A) Respiragcdo mitocondrial - linhagem SE1. B) Respiragdo mitocondrial - linhagem
SEG6. Adigbes: SHAM - acido salicilhidroxamico, inibidor da oxidase alternativa (AOX); MITO —
suspensao de mitocondrias; NADH, substrato para o complexo | e NADH desidrogenases
alternativas, ROT - rotenona, inibidor do complexo I; SUC - succinato de sédio, substrato para o
complexo II; MALO — malonato de sddio, inibidor do complexo Il; AA — antimicina, inibidor do
complexo lll; AS-TMPD - ascorbato e TMPD, substratos para o complexo 1V; KCN, inibidor do
complexo V.

Como demonstrado na Figura 3, observou-se maiores niveis da ATP
sintase (subunidade B) para a linhagem SEG6, sugerindo que a atividade
mitocondrial, particularmente a fosforilacdo oxidativa, poderia ser diferente entre
as linhagens (SANTOS et al., 2016). Na Figura 5 observa-se que ha uma
significativa diferenca na atividade dos complexos respiratérios mitocondriais

entre as linhagens estudadas. Em todos os casos, quando a via de entrada dos
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elétrons foi o complexo I/NADH desidrogenases alternativas (apds a adigao de
NADH), ou o complexo Il (ap6s a adigao de succinato) ou o complexo IV (apds
adicdo de ascorbato e TMPD), a respiragdo foi maior para linhagem SEG6.
Resultados semelhantes foram encontrados por Furlanetto et al. (2021) em
mitocdndrias intactas. Os autores demonstraram um aumento na respiragao
destas organelas para a linhagem SEG6, tanto no estado 3 (na presenga de ADP),
quanto no estado 4 (conversdo de ADP a ATP) da respiracdo. E importante
ressaltar que no presente estudo as mitocdndrias foram rompidas e, desta forma,
nao € possivel observar o processo de fosforilagdo oxidativa. Nesse caso, o
consumo de oxigénio reflete a velocidade do transporte de elétrons na cadeia
respiratoria. Desta forma, estes resultados podem justificar os menores niveis de
ERO nas células SE6 em comparacdo a SE1 em condi¢cdes padrao de cultivo
(25 °C — Figura 2), uma vez que quanto maior a velocidade do transporte de
elétrons na cadeia respiratéria, menor sera o vazamento de elétrons e a
formagado de ERO (CARRERAS et al., 2004). Um fato interessante € que mesmo
com uma taxa respiratoria mais elevada, a linhagem SE6 apresenta os mesmos
niveis de ATP que a linhagem SE1 (FURLANETTO et al., 2021).

Figura 5 — COMPARAGAO ENTRE A RESPIRAGAO DE MITOCONDRIAS ISOLADAS
DE CELULAS EMBRIOGENICAS SE1 E SE6 DE A. angustifolia
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NOTA: A respiragéo foi monitorada em oxigrafo de alta resolugdo, como descrito em materiais e
métodos (item 3.7). Primeiramente, foi adicionado o inibidor da oxidase alternativa (AOX), o acido
salicilhidroxadmico (SHAM); NADH (substrato para o complexo | e NADH desidrogenases
alternativas), succinato de sédio (substrato para o Complexo Il) em presenga de rotenona;
Malonato; ascorbato mais TMPD (substratos para o Complexo 1V) na presenca de antimicina A.
Os resultados representam a média + SD de trés experimentos independentes em ftriplicata.
Valores estatisticamente diferentes ****p < 0,0001.

Furlanetto et al. (2021) também avaliaram a atividade da oxidase
alternativa (AOX), responsavel pela redugdo do O2 a H20, de maneira
independente do gradiente eletroquimico de prétons e, consequentemente, da
sintese de ATP (MILLENAAR; LAMBERS, 2003). Utilizando como modelo
experimental mitocdndrias isoladas, a autora demonstrou que a AOX da
linhagem SEB6, foi significativamente mais ativa, quando comparada a linhagem
SE1. A maior atividade da AOX em células da linhagem SE6 também foi
demonstrada por Kaziuk (2017). Quando considerados estes resultados e o fato
de que as duas linhagens apresentaram o0s mesmos niveis de ATP
(FURLANETTO et al., 2021), é possivel sugerir que as maiores velocidades
respiratorias encontradas para SE6 devem-se também a maior atividade da AOX

nestas células.

A enzima AOX esta diretamente relacionada com mudangas de
temperatura. Nesse contexto Fiorani e colaboradores (2005), avaliaram o efeito
do estresse pelo frio (12°C - 42 dias) apdés a germinagdo em tecidos de
Arabidopsis thaliana, com mutacdes para super expressar a enzima AtAOX1a.
Os autores demonstraram que a enzima AOX desempenha um papel na
aclimatacao da planta ao frio, devido a prevencao da formacao descontrolada de
ERO. Valente e colaboradores (2012) caracterizaram a presenga da AOX em
mitocdndrias de A. angustifolia (ndo caracterizadas quanto a seu potencial
embriogénico) e ainda demonstraram um discreto aumento em sua atividade
quando as células eram submetidas ao estresse pelo frio (4°C por 24 ou 48h),
sugerindo que essa enzima poderia contribuir para superar condicbes de
estresse oxidativo, devido a sua capacidade de controlar os niveis de ERO.
Dessa forma, no presente estudo, também foram avaliadas expressao e
atividade da AOX nas células das linhagens SE1 e SE6, submetidas ao estresse

pelo aumento de temperatura. Os resultados séo descritos a seguir.
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4.5 Atividade e expressao da enzima AOX

A presenca da AOX na cadeia respiratéria de plantas € descrita para
diferentes espécies, entre essas: Arabidopsis thaliana (ZUBO et al., 2014),
Nicotiana tabacum (BARRETO et al.,, 2014), Nicotiana clevelandii (WANG;
VANLERBERGHE, 2013), Araucaria angustifolia (VALENTE et al., 2012) e
tomate (TSANIKLIDIS et al., 2014). Neste estudo a presenga desta proteina nas
linhagens SE1 e SEG6 cultivadas a 25°C foi verificada através da técnica de
Western Blot.

Os resultados da Figura 6 A evidenciam a presenca da AOX de massa
molecular de 36-40 kDa (BOROVIK; GRABELNYCH, 2018), nas duas linhagens
(SE1 e SE6). Apds a normalizacao dos resultados (Figura 6 B e 6 C), realizado
como descrito anteriormente para ATP sintase, ndo foi constatada diferenga nos
niveis desta proteina entre as linhagens. Este resultado evidencia que maior
atividade da AOX na linhagem SEG6, descrita por Furlanetto et al. (2020) nao esta

relacionada ao aumento de sua expresséo.

Figura 6 — DETECGAO DA PROTEINA AOX EM CULTURAS EMBRIOGENICAS DE A.
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Nota: A deteccao da proteina AOX foi realizada em mitocondrias isoladas como descrito em
materiais e método (item 5.6) por quimioluminescéncia utilizando anticorpo especifico para essa
proteina como descrito em materiais € método (item 3.9). A) quantidade total de proteinas no gel
(coloragdo de azul de bromofenol). B) Membrana com a proteina AOX marcadas com seu
anticorpo especifico e sua massa molecular em kDa. C) Grafico de normalizagdo comparando
as linhagens SE1 e SE6 de acordo com a razao proteina/anticorpo. Os resultados representam
a média + SD de trés experimentos independentes.
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Como mencionado, o estresse pelo aumento de temperatura (30 °C) por
24h causou um aumento significativo dos niveis de ERO em ambas as linhagens.
Quando o tempo de estresse foi prolongado para 48h, para a linhagem SE1
observou-se uma diminuigao dos niveis de ERO e para a linhagem SE6, embora
menor, ainda persistiu um aumento de ~36%. Sendo assim, tornou-se essencial
avaliar a atividade da AOX nestas condi¢des. A atividade da enzima, como no
caso de sua expressao, foi determinada em células rompidas, uma vez que
ensaios com mitocondrias isoladas exigiriam uma grande quantidade, o que os

tornou inviaveis.

Dessa forma, inicialmente foram feitos ensaios com o objetivo de
comparar a atividade da AOX entre os controles das linhagens SE1 e SE6. De
acordo com a Figura 7 A, ha uma diferenca significativa na atividade da AOX
entre as linhagens, sendo mais elevada para a linhagem SE6, em comparagao
a linhagem SE1. Este resultado reforca a hipdtese de que a maior atividade da
AOX seja, pelo menos em parte, responsavel pelo maior consumo de oxigénio

observado na Figura 5 para nessa linhagem.

Para entender melhor o comportamento dessa enzima em condi¢des de
estresse, sua atividade foi analisada em células cultivadas a 30°C. Os resultados
evidenciaram que para a linhagem SE1 houve um aumento significativo (~93%)
na atividade dessa enzima, no tempo de 24h de exposi¢cdo ao calor, ja nos
demais tempos ndo houve diferencas significativas (Figura 7 B e D). Em células
da linhagem SE6 uma redugéo significativa na atividade da AOX foi observada
em todos os tempos de exposi¢cao ao calor quando comparado a condigdes
controle (25°C).

Com base nos resultados sugere-se que embora a atividade da AOX
seja maior na linhagem SE6 na auséncia de estresse (Figura 7 A), em condi¢des
de estresse, essa linhagem apresenta uma reducdo em todos os tempos
analisados, evidenciando a maior sensibilidade desta enzima a esta condicao.
Estes resultados motivaram a realizagcao de ensaios de detecgao da presenca

da AOX para investigar se sua atividade estaria sendo compensada por uma
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maior presenga desta proteina nos tempos de maior exposi¢cdo a temperatura

elevada.

As analises de western blot (Figuras 7 B e C) foram realizadas com
proteinas totais extraidas das células SE1 e SE6 e nao a partir de mitocéndrias
isolada, isto porque seria necessaria uma grande quantidade de células para
obtencdo de uma suspensio mitocondrial com concentracéo suficiente para os

ensaios.

A presenca da AOX aparentemente aumentou de forma tempo-
dependente em resposta ao estresse na linhagem SE1 (Figura 7 C). Estes
resultados sdo compativeis aos obtidos para a atividade da enzima apenas para
o tempo de 24h (Figura 7 B). A linhagem SE6 é aparentemente mais sensivel a
condigdes de estresse (Figura 7 D e E). Uma aparente reducdo tempo-
dependente da AOX foi observada (Figura 7 E), resultado compativel a redugéo
de atividade da enzima nas mesmas condigdes de estresse (Figura 7 D). Neste
contexto, Furlanetto et al., (2020) demonstraram através de analises de
microscopia de eletrénica de transmissdo, que as células da linhagem SEG6
possuem mitocéndrias com menor eletrondensidade e volume, o que poderia
refletir a menor quantidade de proteinas na cadeira respiratéria mitocondrial.
Assim, & possivel que na linhagem SE6 a quantidade de AOX seja realmente
menor a respeito da maior atividade da enzima (Figura 7 A). No entanto, ensaios
complementares da expressao da AOX em condi¢cdes de estresse devem ser

realizados para que os resultados sejam confirmados.

Ainda em relagao aos resultados apresentados na Figura 7 tornam-se
evidentes as diferencas nos perfis das linhagens, sugerindo que em condig¢des
de estresse, as respostas se invertem. Nos grupos controle ha a prevaléncia de
maior atividade para a linhagem SE6, mas, no estresse ha aumento significativo
na atividade da AOX em 24h para a linhagem SE1 e aumento na presenga da
AOX em todos os tempos analisados. Estes resultados somados a um sistema
antioxidante mais efetivo na linhagem SE1 (KAZIUK, 2017) podem contribuir
para os niveis reduzidos de ERO nesta linhagem em comparacéo as células SE6
em condigdes de estresse (Figura 2). Por outro, a menor atividade da AOX e um

sistema antioxidante menos efetivo na linhagem SE6, em condigdes de estresse,
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podem resultar em niveis elevados de ERO e de lipoperoxidagao nestas células
(Figura 2) (KAZIUK, 2017).

Figura 7 — ATIVIDADE E PRESENGA DA AOX EM CULTURAS EMBRIOGENICAS DE A.
angustifolia SUBMETIDAS AO ESTRESSE PELO AUMENTO DE TEMPERATURA
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NOTA: A) Comparagéao da atividade da AOX entre as linhagens SE1 e SE6 a 25 °C foi medida
como descrito em materiais e métodos (item 3.8). A média dos controles SE1 e SE6 corresponde
a 15,8 e 36,5 pmols de O2 consumido min-' mg peso fresco de célula, respectivamente. Valores
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estatisticamente diferentes do Controle *p < 0,01. A atividade da AOX foi estimada pela subtragéo
do valor da respiracao apos a adicdo do FCCP do valor obtido apds a adicao de SHAM (FCCP
— SHAM). Os valores de consumo de oxigénio devido a reacdes independentes da cadeia
respiratoria (apés a adicdo da antimicina A) foram descontados de todos os estados da
respiragédo. B) Efeito do estresse por temperatura na atividade da AOX na linhagem SE1 e C) a
presenga da sua proteina para linhagem SE1 submetida ao estresse por temperatura. D) Efeito
do estresse por temperatura na atividade da AOX na linhagem SE6 e E) a presenca da sua
proteina para a linhagem SE6 submetida ao estresse por temperatura. Controle: células
cultivadas a 25° + 1°C. A condigao de estresse foi a exposicao a temperatura de 30 = 1°C pelos
tempos indicados. Os resultados representam a média £ SD de trés experimentos independentes
em duplicata. A deteccdo da proteina AOX foi realizada por quimioluminescéncia utilizando
anticorpo especifico para essa proteina, como descrito em materiais e métodos (3.9). Os
resultados de western blot sdo representativos e correspondem a dois ensaios independentes.

Nao somente a elevacdo de temperatura promove alteracbes na
atividade da AOX. Zhang e colaboradores (2021), avaliaram a atividade da
enzima em raizes de batata doce condicionadas a baixa temperatura (4 °C por
35 dias) para saber se esse método ajudaria na conservagao das raizes em
armazenamento. O tratamento pelo frio reduziu significativamente o acumulo de
ERO e os niveis de malondialdeido quando comparado ao tratamento com o
inibidor da AOX o &acido salicilhidroxamico (SHAM), nas mesmas condigdes.
Demonstrando que o armazenamento das raizes em condi¢bes mais frias
favorece e prolonga a qualidade das raizes, e de acordo com os autores estes
efeitos seriam pela atividade da AOX, uma vez que na adicdo de SHAM, os
efeitos foram reversos. Também como mencionado, no estudo de Valente e
colaboradores (2012) esta enzima foi caracterizada em mitocoéndrias de A.
angustifolia (ndo caracterizadas quanto a seu potencial embriogénico). Um
discreto aumento da atividade da AOX ocorreu em resposta ao estresse pelo frio
(4°C por 24 ou 48h), o que levou os autores a sugerirem que a enzima poderia
contribuir para superar condicbes de estresse oxidativo, devido a sua

capacidade de controlar os niveis de ERO.

Dando continuidade a este estudo, buscou-se avaliar a influéncia da
temperatura na expressdo do gene AaSERK1, um dos nos principais
sinalizadores para a formacao de embrides somaticos em araucaria (JO, 2012;
SANTA-CATARINA et al., 2004; STEINER et al, 2012; YAZICILAR;
BEZIRGANOGLU, 2021).

61



4.6 Expressao do gene AaSERK1

A familia de genes SERK pode participar de diferentes vias de
sinalizagao celular (KUMAR; VAN STADEN, 2019), porém, no presente estudo,
o foco principal foi a sinalizagdo para a formacado de embrides (JO, 2012;
NODINE; YADEGARI; TAX, 2007; STEINER et al., 2012). Sabe-se que SERK
pode atuar na reprogramacao e divisdo celular (Santos & Aragao, 2009). Além
disso, esta diretamente relacionado com a indugao de auxinas, uma importante
estimuladora de embriogénese somatica (NOLAN; IRWANTO; ROSE, 2003). De
acordo com Santa-Catarina et al. (2004), o gene SERK pode ser utilizado como

marcador molecular de células com potencial embriogénico.

A expressao do gene AaSERK1 foi analisada por PCR em tempo real
(qRT-PCR) e, para a normalizagédo dos resultados foi utilizada a expressdo do
gene enddégeno UBIQUITINA-1 (UBI1). Os resultados de expressao relativa do
gene AaSERK1 estdo apresentados nas Figuras 8 e 9. Observa-se uma grande
diferenca na expressao do gene AaSERKT1 entre as linhagens SE1 e SEG, sendo
que a linhagem responsiva SE1 possui a expressao significativamente mais

elevada.

Estes resultados estdo de acordo com os estudos de Jo (2012) e Steiner
et al. (2012). O trabalho de Steiner e colaboradoes (2012), caracterizou o gene
SERK em embrides de Araucaria angustifolia, padronizando sua clonagem e
padrao de expressdo. Demonstraram, ainda, a maior expressao desse gene em
células periféricas das massas pro-embrionarias (MPE), sugerindo que esse
mecanismo tem sido conservado entre as espécies de plantas. Jo (2012)
demonstrou que culturas de Araucaria angustifolia responsivas (SE1), quando
cultivadas em meios na presenca de agentes de maturagdo, possuem uma
elevada taxa de expressao do gene AaSERK1. Ja as culturas ndo responsivas
(SEB) ndo apresentaram diferengas na sua expressao. Dessa forma, o presente
trabalho evidencia as mesmas diferengas para as culturas SE1 e SE6 (Figura 8),
reforcando que a expressdo mais elevada deste gene esta diretamente
relacionada com linhagens competentes e responsivas a agentes de maturagao
e a formagéo de ES (JO, 2012; STEINER et al., 2012).
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Figura 8 - EXPRESSAO RELATIVA DO GENE AaSERK1 EM CULTURAS SE1 E SE6
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Nota: Expressao relativa do gene AaSERK1 em condi¢des controle: células cultivadas a 25° +
1°C. O ensaio foi realizado como descrito em materiais e métodos (item 3.10). Os resultados
representam a média £+ SD de trés experimentos independentes em duplicata. Valores
estatisticamente diferentes **p < 0,005.

As diferengas na expressao e a relagdo do gene AaSERK1 com a
embriogénese sdo bem conhecidas (KUMAR; VAN STADEN, 2019). Porém, até
o0 momento ndo se conhece a relagcdo entre as elevagdes na temperatura e a
formacao de embrides em gimnospermas, bem como qual seria a sua influéncia
na expressao desse gene. No presente estudo foi realizada esta avaliacao e,
para isso, as culturas embriogénicas de araucaria foram submetidas ao estresse
30 £ 1°C por 24, 48 e 72h e a expressao do gene AaSERK1 foi determinada em

ambas as linhagens.

Na Figura 9, para a linhagem SE1, observa-se diferencas no perfil de
expressao do gene AaSERK1. Curiosamente, houve um aumento significativo
nos niveis de expressao nos tempos de 24 e 48h de estresse, sendo de ~65 e
~162 %, respectivamente. No entanto, no tempo de 72h ndo houve diferenga em

relacdo ao controle (25 °C). Esses resultados séo interessantes pois sugerem
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que o gene AaSERK1 tenha um papel importante em situacdes de estresse, pelo
menos nos tempos iniciais de 24 e 48h. Para a linhagem bloqueada SEG,
observa-se na Figura 9 que ndo houve diferengca na expressao do gene em
nenhum dos tempos de estresse, sugerindo que em linhagens bloqueadas a
inducgao por fatores de maturagédo o gene AaSERK17 nao é sensivel a elevagdes

de temperatura.

Figura 9 — EXPRESSAO RELATIVA DO GENE AaSERK1 EM CULTURAS
EMBRIOGENICAS DE A. angustifolia SUBMETIDAS AO ESTRESSE PELO AUMENTO DE
TEMPERATURA 30°C
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Nota: Expresséo relativa do gene AaSERK1 em porcentagem do controle 100% foram realizados
como descrito em materiais € métodos (item 3.10). Controle: células cultivadas a 25 + 1°C. Os
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 *p < 0,05 e ***p < 0,0005.

Os aumentos na expressao do gene AaSERKT para linhagem SE1
podem ter relagdo com os maiores niveis de ERO nestas células em condicdes
controle (25°C) e no estresse de 24h (Figura 2). Este € um resultado interessante
uma vez que nao ha estudos na literatura que estabelecam esta relagao para A.

angustifolia.
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Em embrides somaticos de abacaxi (Ananas comosus), Ma et al. (2012),
analisaram a expressao do gene AcSERKZ2 em diferentes condigbes de estresse
por temperatura, de 4°C e 40°C, por 24h. O estresse por baixa temperatura
aumentou os niveis de expressao do gene AcSERK?Z2, enquanto que a alta a
temperatura causou uma diminui¢cdo. Os autores ressaltaram que por se tratar
de uma espécie tropical, o abacaxi poderia apresentar maior resisténcia a alta
temperatura do que ao frio, sugerindo que o gene SERK também pode ser

utilizado como um indicativo de estresse abiotico (MA et al., 2012).

Em relagéo ao estresse salino, Li et al. (2017) demonstraram que foi
capaz de aumentar a expressao dos genes HvSERK1 e HYSERK3 em cevada
(Hordeum vulgare L.). Assim, os autores consideraram essa familia de genes
importante nas vias de tolerancia ao estresse hidrico. YAZICILAR et al. (2021)
demonstraram que em culturas embriogénicas de alfafa (Medicago Sativa L.), o
estresse salino (50 mM NaCl) promoveu um aumento significativo na expressao
do gene SERK. Os autores sugeriram que o gene SERK ¢ eficaz na promogao
e crescimento de células embriogénicas de alfafa submetidas a este tipo de
estresse (YAZICILAR; BEZIRGANOGLU, 2021).

Zheng e colaboradores (2018), analisaram o perfil de expressao de doze
genes SERK de maca (Malus hupehensis) MASERK, submetidos ao estresse
por NaCl, jasmonato de metila, acido salicilico e abscisico. Os autores
observaram que oito dos doze genes analisados eram responsivos as condigdes
de estresse avaliadas, sugerindo que os genes SERKs podem estar envolvidos

na adaptacao de condigdes ambientais.

O papel do gene SERK em relagdo ao estresse biotico também foi
relatado. O silenciamento do gene LsSERK em alface esta relacionado com uma
reducdo na embriogénese somatica, além de deixar as plantas mais suscetiveis
a ataques do fungo Sclerotinia sclerotiorum (SANTOS, ROMANO, VIEIRA,
BALDONI, & ARAGAO, 2009). Quando ocorre a superexpressdo do gene
OsSERKT1 no arroz, as plantas adquirem maior resisténcia ao ataque de fungos
Magnapothe grisea (HU; XIONG; YANG, 2005).
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Dessa forma, pode-se sugerir que o gene AaSERK1T nao esta ligado
apenas com o potencial embriogénico nas linhagens de araucaria, pois também
pode servir como um indicador de linhagens com perfil de maior tolerancia ao

estresse, porém, essa possibilidade deve ser melhor investigada.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados deste estudo evidenciam que o estresse pelo aumento de
temperatura altera a morfologia celular, sendo as mitocondrias as organelas
mais afetadas nas duas linhagens celulares, porém, a linhagem responsiva
(SE1) € menos sensivel a esta condigdo. Os danos observados nas mitocéndrias
estdo possivelmente relacionados aos aumentos nos niveis de ERO nas duas
linhagens. Nas células nao responsivas (SE6), os niveis de ERO aumentaram
significativamente apdés 24h de estresse, o que poderia estar associado ao
aumento da lipoperoxidacdo nestas células, como demostrado por Kaziuk
(2017). O retorno dos niveis de ERO aos do controle (células cultivadas a 25°C),
apos 72h de estresse, pode ser justificado pela ativacao do sistema antioxidante,
principalmente pelo aumento das atividades de SOD, catalase e GR (KAZIUK,
2017). Por sua vez, nas células SE1 (responsivas) a diminuigdo dos niveis de
ERO em relagdo a condigao controle (25°C), nos tempos de 48 e 72h de
estresse, pode estar associada a maior atividade das enzimas do ciclo da
glutationa (APX e MDHAR) (KAZIUK, 2017).

Para todos os segmentos da cadeia respiratéria avaliados, a velocidade
do consumo de oxigénio foi maior para as células da linhagem nao responsiva
(SEB6), quando cultivadas a 25°C, justificando os menores niveis de ERO nestas
células. Uma maior eficiéncia da fosforilagdo oxidativa na linhagem SEG, nestas
condigdes, € sugerida pela maior expressao da ATP sintase (subunidade B). Por
outro lado, a reducao na velocidade do transporte de elétrons, em resposta ao
estresse térmico, pode ter contribuido para o aumento nos niveis de ERO, que
nao foram reduzidos nos maiores tempos de estresse, como observado para as
células SE1. Ainda, com relacdo a respiragcdo, a maior expressao da AOX na
linhagem SEG6, nas células cultivadas a 25°C, também reforga a hipétese de que
a maior atividade da AOX seja, pelo menos em parte, responsavel pelo maior
consumo de oxigénio nessa linhagem. No entanto, um aumento de atividade foi
observado apenas para a linhagem responsiva (SE1) em 24 h de estresse,
enquanto sua expresséao foi aumentada em todos os tempos (24, 48, 72h). Para
as células SE6, o estresse nao afetou atividade e, aparentemente, reduziu a
expressao desta enzima. Esses resultados evidenciam que a linhagem SE1

apresenta uma resposta inicial mais sensivel a variacdes de temperatura e que
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€ possivel que na linhagem SE6 a quantidade da AOX seja menor, como

sugerido por Furlanetto et al. (2021).

A expressao do gene AaSERK1, relacionado com o potencial
embriogénico, foi significativamente maior na linhagem SE1, reforcando a
capacidade responsiva destas células a fatores de maturagdo, bem como de
formar embrides somaticos. Um resultado importante foi o aumento de sua
expressao em condigdes de estresse (30 °C) nos tempos de 24 e 48h, somente
nas células SE1, o que pode caracterizar este gene como um marcador de

estresse abidtico nestas células.

A partir dos resultados obtidos € possivel concluir que as linhagens SE1
e SE6 respondem de forma distinta quando submetidas ao estresse pelo
aumento de temperatura, sugerindo que este fator pode interferir no
desenvolvimento de embrides somaticos de Araucaria angustifolia. Os
resultados evidenciam, ainda, que os mecanismos de resposta ao estresse das
células SE1 (responsivas) sao mais efetivos em modular os niveis de ERO, que,
por sua vez, estao relacionados a capacidade de maturacdo destas células.
Experimentos posteriores para outros marcadores de maturagdo, como o etileno
e Oxido nitrico nesta condicdo de estresse, devem ser realizados para

complementar este estudo.
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