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RESUMO

Araucaria angustifolia (Bert.) Kuntze é uma conifera do sul do Brasil que tem
seu desenvolvimento intimamente ligado ao clima. Esta gimnosperma é
encontrada em regifes de clima temperado imido, com temperaturas minimas
abaixo de 0°C em algumas regides. O conhecimento dos fatores fisiologicos e
bioquimicos que influenciam o crescimento e o desenvolvimento da araucéria é
fundamental para o entendimento do comportamento da espécie frente a
diferentes condi¢cdes ambientais, fornecendo subsidios para a sugestdo de
praticas de reflorestamento e regeneracdo natural da espécie. Aumentos nos
niveis de espécies reativas de oxigénio tém sido descritos em plantas expostas
a baixas temperaturas. A cadeia transportadora de elétrons de mitocondrias de
planta € uma importante fonte de ROS. No entanto, estas organelas possuem
sistemas enzimaticos que sdo capazes de impedir a producdo de ROS e,
também, de promover a sua remocgdo, como a PUMP, AOX, NADP(H)
desidrogenases e algumas enzimas antioxidantes. No presente estudo,
culturas de células embriogénicas de Araucaria angustifolia foram submetidas
ao estresse pelo frio (4°C durante 24 h ou 48 h) e foram avaliados a viabilidade
celular e, em mitocondrias isoladas, a atividade da PUMP, AOX, catalase,
SOD, APX e GR, nives de ROS e lipoperoxidacdo. A viabilidade celular,
avaliada pelos métodos do azul de Evans, do FDA mais IP e do MTT, néo foi
afetada pelo frio. Em mitocéndrias isoladas das células estressadas, a
atividade da PUMP aumentou em ~50% (24 h e 48 h), como determinado pelos
ensaios de consumo de oxigénio, apds a adicdo de acido linoleico e a inibicdo
por BSA mais ATP. Esta ativagdo foi confirmada pelos ensaios de potencial
elétrico de membrana (Ay). Por outro lado, a atividade da AOX ndo foi alterada,
como demonstrado pelos ensaios de consumo de oxigénio (insensivel a
cianeto e sensivel ao SHAM). Em relacao a AOX, foi identificado um segmento
conservado de 444 pb no exon 3, que a classifica como AOX1. Quanto as
enzimas antioxidantes, o estresse pelo frio (4°C) causou um aumento na
atividade da catalase em 24 h (~32%), diminuicdo da GR (~15%) e nenhum
efeito sobre a SOD e APX. Ja o estresse por 48 h promoveu a diminuicdo das
atividades da catalase (~57%), da GR (~15%) e nenhum efeito sobre a SOD e
APX. Os niveis de ROS, determinados em ensaios com a sonda DCF-DA,
foram aumentados no estresse 24 h e 48 h em -~25% e ~15%,
respectivamente. A lipoperoxidacdo, avaliada pela medida de TBARS,
aumentou em ~24% apods o estresse de 48 h. Os resultados deste estudo
sugerem que o estresse pelo frio, apesar de ndo comprometer a viabilidade das
células de A. angustifolia, promove o aumento dos niveis de ROS, e que o
estimulo da PUMP e da catalase mitocondrial fazem parte da resposta destas
células a esta condigéo.

Palavras-chaves: A. angustifolia; estresse pelo frio; mitocondrias; estresse
oxidativo.



ABSTRACT

Araucaria angustifolia (Bert.) Kuntze is an endangered native conifer from
southern Brazil that has its development closely related to climate. This
gymnosperm is found in humid temperate regions, with minimum temperatures
below 0°C in some regions. Physiological and biochemical knowledge regarding
the growth and development of araucaria is fundamental to understanding the
behavior of the species in response to different environmental conditions,
thereby supporting reforestation and natural regeneration practices. Increased
ROS levels have been reported in plants exposed to cold stress. The electron
transport chain of plant mitochondria is an important source of reactive oxygen
species (ROS) in the cell. However, these organelles possess enzymatic
systems that are able to prevent ROS production or promote their detoxification
including NAD(P)H dehydrogenases, AOX and PUMP as well as antioxidant
enzymes. In this study, embryogenic cell cultures of Araucaria angustifolia were
subjected to cold stress (4°C for 24 h or 48 h) and the cell viability was
determined. In isolated mitochondria the activities of PUMP, AOX, catalase,
SOD, APX and GR were evaluated, and the levels of ROS and lipid
peroxidation were measured. Cell viability, evaluated by Evans blue, FDA plus
IP and MTT methods, was unaffected by cold stress. In the mitochondria of
stressed cells, PUMP activity increased by approximately 50% (at 24 h and 48
h), which was determined by measuring oxygen consumption after the addition
of linoleic acid and inhibition by BSA plus ATP. PUMP activation was confirmed
using transmembrane electrical potential (Ay) assays. AOX activity was not
modified in the mitochondria from stressed cells, as demonstrated by unaltered
oxygen consumption in the presence of cyanide-resistant and sensitive to
salicylhydroxamic acid (SHAM). Also regarding AOX, a conserved region of 444
pb in exon 3 was identified, which classifies it as AOX1. Cold stress (4°C, 24 h)
did not affect SOD and APX activities; however, catalase and GR had their
activities increased and decreased by ~32% and ~15%, respectively. After 48 h
of cold stress, similar effects were observed for APX and SOD but catalase and
GR were inhibited by ~57% and ~15%, respectively. ROS levels, determined in
assays using DCF-DA, were increased by ~25% after 24 h and by ~15% after
48 h stress. Lipid peroxidation, evaluated by measuring TBARS, was increased
by ~24% after 48 h of stress. These results suggest that although cold stress
did not compromise the viability of cells of A. angustifolia it is able to promote
the increase of ROS. The results also indicate that the stimulation of
mitochondrial catalase and PUMP are important responses of these cells to this
condition.

Keywords: A. angustifolia, cold stress; mitochondria; oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

Nas plantas, a cadeia transportadora de elétrons € uma importante fonte
de espécies reativas de oxigénio (ROS) (MJLLER, 2001; APEL & HIRT, 2004;
RHOADS et al.,, 2006). Entretanto, estas organelas possuem sistemas
enzimaticos capazes de prevenir a formacéo ou promover a remoc¢ao de ROS,
incluindo NADP(H) desidrogenases alternativas, oxidase alternativa (AOX) e a
proteina desacopladora de mitocondrias de plantas (PUMP), bem como as
enzimas antioxidantes, por exemplo, a catalase, superoxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR) (VERCESI et al., 1995;
MITTLER, 2002; RASMUSSON et al., 2004; VERCESI et al., 2006; NAVROT et
al., 2007; RASMUSSON et al., 2009). A PUMP e AOX, sao denominadas
frequentemente de sistemas dissipadores de energia por diminuirem a
eficiéncia da fosforilacdo oxidativa. A PUMP, por aumentar a condutancia de
prétons através da membrana mitocondrial interna, promove a dissipacdo
gradiente eletroquimico de proétons. Por sua vez, a AOX oferece um caminho
alternativo para a reducao do oxigénio, sem a participacdo dos complexos Il e
IV (VERCESI et al., 1995; MITTLER, 2002; VERCESI et al., 2006; NAVROT et
al., 2007; BORECKY et al., 2006). Portanto, a agdo conjunta destas enzimas
resulta no aumento do fluxo de elétrons através da cadeia respiratdria o que
previne a formacdo de ROS (KOWALTOWSKI et al., 1998; MAXWELL et al.,
1999; BORECKY & VERCESI, 2005; VERCESI et al., 2006; RASMUSSON et
al., 2009; VAN AKEN et al., 2009).

Aumentos dos niveis de ROS tém sido descritos em plantas expostas a
extremos de temperatura. Mitocondrias isoladas de plantas submetidas a
baixas temperaturas apresentaram um aumento na atividade ou expresséo das
NAD(P)H desidrogenases, AOX e PUMP, como também de algumas enzimas
antioxidantes (NANTES et al.,, 1999; CALEGARIO et al., 2003; KUK et al.,
2003; FIORANI et al., 2005; WANG et al., 2011). Este efeito foi associado com
a protecédo contra ROS em mono e dicotiledéneas, entretanto, SGo escassos na
literatura os relatos sobre gimnospermas (MARIANO et al., 2008; FREDERICO
et al., 2009a). A proposta do presente estudo foi avaliar as funcdes
mitocondriais de células embriogénicas de Araucaria angustifolia em condicdes

de estresse por baixas temperaturas, particularmente em relacao a atividade da
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AOX, PUMP e de enzimas antioxidantes e, a producdo de ROS e a
lipoperoxidagéo. Ainda, também como dado inédito deste estudo, foi
determinada uma parte da sequéncia do gene da AOX referente a porgéo
conservada do exon 3.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Araucaria angustifolia

Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze, conhecida como pinheiro do
Parana encontra-se amplamente distribuida no sul do Brasil, principalmente
nos planaltos frios dos estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul. Em altitudes elevadas e de forma esparsa, esta gimnosperma também é
encontrada em Sao Paulo, Minas Gerais e no Rio de Janeiro (SHIMIZU &
OLIVEIRA, 1981; CARVALHO, 1994). A araucéaria teve sua exploragdo
intensificada a partir de 1935 e as reservas de S&o Paulo foram exauridas nas
décadas de 30 e 40 e no estado do Parana nos anos 70 (SHIMIZU &
OLIVEIRA, 1981; MATTOS, 1994). Devido a intensa exploracdo, esta
gimnosperma encontra-se na lista das espécies ameacadas de extingéao,
incluida na categoria vulneravel (espécie enfrenta alto risco de extincdo na
natureza - IBAMA, 2008 - Instrucdo Normativa n°® 6, de 23 de setembro de
2008).

As matas remanescentes correspondem a menos de 3% da area original
em todo o Brasil e as florestas restantes encontram-se muito fragmentadas e
dispersas, o que contribui para diminuir ainda mais a variabilidade genética da
espécie (SHIMIZU & OLIVEIRA, 1981; CARVALHO, 1994; LOBO, 2003).

Esta conifera pertence a familia Araucariaceae, sendo a Unica espécie
do género de ocorréncia natural no Brasil. Do ponto de vista biogeogréfico, é
uma das familias mais interessantes entre as gimnospermas, pois representa
arvores das mais antigas (CARVALHO, 1994; SETOGUCHI et al., 1998). As
arvores sdo monadicas, com 50 a 120 centimetros de didmetro e com 10 a 35
metros de altura, os troncos séo retos, raramente ramificados em dois, e quase
cilindricos e a casca € grossa e resinosa (CARVALHO, 1994).

De grande importancia econdémica para o Brasil na década de 70, estas
arvores forneceram madeira, fibra, resina e sementes que apresentam alto
valor nutritivo, sendo consumidas por humanos e animais (GUERRA et al.,
2000). A madeira da araucéria € constituida de fibras longas (celulose 58,3% e
lignina 28,3%), sendo adequada para a producao de celulose e de papel. Esta

caracteristica somada a exigéncia de menor branqueamento quimico na fase
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de processamento industrial, fazem com que a espécie seja considerada
ambientalmente mais adequada para a producdo de papel em relacdo as
demais, como por exemplo, o Pinus (CARVALHO, 1994; GUERRA et al., 2000;
GUERRA et al., 2002). A madeira laminada foi um item importante de
exportacdo por um longo periodo, ocupando, em 1964, o 4° lugar entre 0s
produtos brasileiros exportados (REITZ et al., 1978).

Com o desenvolvimento intimamente ligado a altitude e ao clima, a
ocorréncia desta planta se da entre altitudes variando de 600 a 800 metros,
podendo ser encontradas em altitude superiores a 1500 metros (SHIMIZU &
OLIVEIRA, 1981; BEHLING, 1997; SCHEEREM et al., 2000). Ocorrem em
clima temperado Umido com temperaturas meédias anuais entre 13°C e 18°C e
com minimas inferiores a 0°C em algumas regibes (SHIMIZU & OLIVEIRA,
1981; BEHLING, 1997; SCHEEREM et al., 2000). Seu reflorestamento é
limitado por condi¢Bes especificas requeridas para o cultivo, como o clima e as
caracteristicas de solo, que deve ter profundidade e capacidade de retencéo de
agua adequadas. Variaveis destas condi¢cdes interferem no crescimento e no
desenvolvimento da planta (CASSOL, 1982; ANDRAE & KRAPFENBAUER,
1983; SCHEEREM et al., 2000).

A araucéria necessita, ainda, de uma grande demanda de nutrientes
para o seu desenvolvimento, como de nitrogénio, fosforo, potassio, célcio,
magnésio e boro (BLUM, 1977; CASSOL, 1982; SCHEEREM et al., 2000).
Estes fatores associados com o longo periodo reprodutivo entre a polinizacao e
a formacdo das sementes, também dificulta seu reflorestamento em grande
escala (GUERRA et al., 2000). O pinheiro do Parana produz anualmente cerca
de 40 pinhas, chegando a atingir até 200 pinhas por planta (CARVALHO,
1994). Quando plantadas, as arvores isoladas iniciam a producéo de pinhdes
entre 10 e 15 anos, porém, em povoamentos, a producao ocorre a partir de 20
anos (CARVALHO, 1994; GUERRA et al., 2002).

Na regido Sul do Brasil, em resposta ao intenso desmatamento das
Ultimas décadas, o seu cultivo tem recebido grande incentivo por parte de
orgaos governamentais federais, estaduais e municipais, ligados ao meio
ambiente e a agricultura como a Embrapa Florestas em Colombo no Parana
gque vem pesquisando sobre a araucaria ha mais de 20 anos. O

desenvolvimento de novas técnicas para a conservagao, para o melhoramento
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genético, bem como o reflorestamento tém sido requeridos para a
sobrevivéncia desta espécie (GUERRA et al., 2000). E muito importante para
manutencdo da espécie que os fatores bidticos e abidticos envolvidos na
expansao da floresta da araucéria continuem sendo investigados (DUARTE et
al., 2006; FONTOURA et al., 2006).

2.1.1 Culturas de Células Embriogénicas de A. angustifolia

Culturas de células embriogénicas de A. angustifolia sédo obtidas através
de embrides zigoticos, que sédo retirados de cones femininos (pinhdes) imaturos
e inoculados no meio basico de crescimento celular (VON ARNOLD &
ERIKSSON, 1981).

A frequéncia de inducdo das culturas embriogénicas € afetada por
diversos fatores como: o0 genétipo da planta méae; a presenca de
fitorreguladores, como o &cido 2,4-diclorofendxiacético (2,4-D), cinetina e
benzilaminopurina (BAP); as fontes de carboidratos, como sacarose, maltose e
lactose; a composicdo e niveis de nitrogénio; a escolha do estadio de
desenvolvimento do explante e a data da coleta do pinhdo, que deve ser
realizada nos meses de dezembro a fevereiro (TAUTORUS et al., 1991;
RADOJEVIC et al., 1999; SANTOS et al., 2002; STEINER et al., 2005).

O conhecimento das etapas relacionadas ao desenvolvimento destas
culturas como a inducéo, a proliferacdo e o efeito do acido abscisico (ABA) e
dos agentes osmoticos, sdo de fundamental importancia para o entendimento
da embriogénese somética (ASTARITA & GUERRA, 1998; GUERRA et al.,
2000; ASTARITA & GUERRA, 2000). O ABA regula os diferentes aspectos do
desenvolvimento e a germinagédo da semente e, sua adi¢cdo ao meio de cultura
aumenta a frequéncia de embrides somaticos e sua conversao para planta
(VON ARNOLD et al., 2002; KUCERA et al., 2005; PIERUZZI et al., 2011).
Carboidrados, como a sacarose e maltose, associados ao ABA, tém sido
utilizados para promover a maturagdo somatica dos embrides em coniferas
(VON ARNOLD et al., 2002).
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No entanto, o processo de maturacdo das culturas embriogénicas de
araucéria encontra-se parcialmente desenvolvido e até o momento ndo foram
obtidos embrides somaticos maduros (GUERRA et al., 2000; SANTOS et al.,
2002; SILVEIRA et al., 2002; SANTOS et al., 2008). O uso da técnica de
embriogénese somatica ndo permite a clonagem comercial da araucéria, e os
programas de reflorestamento ndo tem alcancado bons resultados, devido ao
baixo nimero de embrides (ASTARITA & GUERRA, 1998; SANTOS et al.,
2008; MAURER et al., 2010a).

As culturas embriogénicas de A. angustifolia sdo constituidas de dois
tipos celulares, as células embrionarias e as células suspensoras (Figura 1). As
células embrionarias sdo isodiamétricas, pequenas, de citoplasma denso e
reativas ao carmim aceético, sendo coradas em vermelho. J4 as células
suspensoras, sdo alongadas, com vacuolos e permeaveis ao azul de Evans,
sendo, portanto, coradas em azul (ASTARITA & GUERRA, 2000; STEINER et
al., 2005; SILVEIRA et al., 2006). As células embrionarias e suspensoras
apresentam-se agrupadas em agregados, durante a proliferacdo (STEINER et
al., 2005; SILVEIRA et al., 2006), sendo as embriondrias associadas com a

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

FIGURA 1. CELULAS EMBRIOGENICAS DE Araucaria angustifolia

FONTE: Valente, (2007).

NOTA: a) célula embrionaria - reativa ao carmim acético e b) célula suspensora - permeéavel ao
corante azul de Evans.

A dindmica de crescimento das culturas de células embriogénicas de A.

angustifolia crescidas em suspensdo € descrita como uma curva sigmoide,
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apresentando uma fase de desenvolvimento inicial (fase lag), seguida pelas
fases exponencial e estacionéaria (Figura 2). A fase lag é considerada como um
periodo de adaptacdo, durante o qual as células assimilam os nutrientes
disponiveis no meio de cultura. Ja a fase exponencial é caracterizada por um
periodo de intensa divisdo celular. Na fase estacionaria, a taxa de crescimento
celular diminui gradativamente até alcancar a fase linear, onde comeca a
ocorrer a reducdo da divisdo celular (ASTARITA & GUERRA, 1998; SILVEIRA
et al., 2002; STEINER, 2005; SANTOS et al.,, 2008 e 2010; MAURER et al.,
2010b).
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FIGURA 2. REPRESENTAQAO DAS FASES DE CRESCIMENTO DA
CULTURA DE CELULAS EMBRIOGENICAS DE A. angustifolia CRESCIDAS
EM SUSPENSAO

FONTE: Adaptado de Astarita & Guerra (1998); Steiner, (2005).

NOTA: Curva padrédo de crescimento celular, onde se relaciona o numero de células ou

crescimento celular com o tempo de cultivo. As diferentes fases de crescimento s&o: lag ou
inicial, exponencial e estacionaria.

Estas culturas também tém sido utilizadas com sucesso em estudos de
crescimento celular, de liberacdo de componentes extracelulares como a
proteoglicana arabinogalactana-proteina (AGP), de horménios como as
poliaminas (PA) (putrescina, espermina e espermidina) e de processos

bioquimicos e fisioloégicos (ASTARITA & GUERRA, 1998 e 2000; SILVEIRA et
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al., 2002; MARIANO et al., 2004 e 2008; STEINER et al., 2007; SANTOS et al.,
2008 e 2010; MAURER et al., 2010a,b).

Nos ultimos anos, estas células tém sido analisadas quanto a sua
constituicdo génica e proteica (SANTOS et al., 2006; SILVEIRA et al., 2008;
BALBUENA et al.,, 2009 e 2011; STEINER, 2009; HAMPP et al., 2000;
SCHLOGL et al., 2012a,b). Estudos de protedmica tém procurado caracterizar
o perfil de expressdo de proteinas durante as diferentes fases do
desenvolvimento do embrido zigético (SANTOS et al., 2006; SILVEIRA et al.,
2008; BALBUENA et al., 2009 e 2011) e somatico (STEINER, 2009). Como
para algumas espécias de coniferas as proteinas de reserva sdo similares,
estas podem ser usadas como marcadores do desenvolvimento vegetal
(HAKMAN, 1993; SILVEIRA et al., 2008; BALBUENA et al.,, 2009 e 2011;
STEINER, 2009). Por sua vez, a analise de genes expressos durante as
diferentes fases do desenvolvimento embrionario também podem ser util para
identificar aqueles que desempenham importantes funcdes no controle do
desenvolvimento vegetal (SCHLOGL et al., 2012a).

2.2 MITOCONDRIAS DE PLANTAS

Mitocbndrias de plantas diferenciam-se de mitocéndrias de mamiferos
pela presenga, na cadeia respiratoria, de alguns componentes adicionais como
por exemplo: NAD(P)H desidrogenases alternativas (NAD(P)H desidrogenase
tipo 1), oxidase alternativa (AOX) e a proteina desacopladora (PUMP). A seguir

sera feita uma breve revisdo sobre estes componentes.

2.2.1 NAD(P)H Desidrogenases Alternativas

Em mitocéndrias de plantas estdo presentes NAD(P)H desidrogenases
adicionais insensiveis a rotenona (inibidor do complexo I) e incapazes de
bombear protons. Estas desidrogenases fornecem elétrons diretamente para a
ubiquinona, sem a participacdo do Complexo | e estdo localizadas no lado
externo [NAD(P)H-DHey], e interno [NAD(P)H-DHi,] da membrana mitocondrial
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interna (Figura 3). Somente as NAD(P)H-DH externas sdo Ca’* dependentes
(GEISLER et al., 2007). Esta familia de proteinas tem sido identificada em
diferentes tipos de plantas, como também em fungos e bactérias (YAGI, 1991;
MELLO et al., 1996; KERSCHER, 2000; M@LLER, 2001; TUDELLA et al.,
2003; JUAREZ et al., 2004; RASMUSSON et al., 2004).

ESPACO INTERMEMBRANAS

NADPH NADH

L

MATRIZ MITOCONDRIAL

FIGURA 3. NAD(P)H DESIDROGENASES ALTERNATIVAS DE

MITOCONDRIAS DE PLANTAS

FONTE: Adaptado de Rasmusson et al., (2008).

NOTA: Vias de oxidacdo do NAD(P)H através da cadeia transportadora de elétrons em
mitocéndrias de plantas. As setas indicam a transferéncia de equivalentes redutores, ou seja,
dos elétrons. Os pontos de interrogacdo referem-se a falta de definicdo das fungfes
enzimaticas de NDB3 e NDC1.

Rasmusson e colaboradores (1999) identificaram em tubérculo de batata
(Solanum tuberosum) genes correspondentes as NADH desidrogenases do tipo
II, denominadas pelos autores de NDA1 e NDB2, com massas molares de 55 e
65 kD, respectivamente. Em Arabidopsis thaliana foram identificadas trés

familias de genes NAD(P)H desidrogenase tipo Il, similares aos descritos por
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Rasmusson e colaboradores (1999): ndal-2, ndbl-4 e ndcl (MICHALECKA et
al., 2003; ELHAFEZ et al., 2006).

Elhafez e colaboradores (2006), e Rasmusson e colaboradores (2008),
em abrangente revisdo, reuniram informacfes e descrevem a existéncia de
pelo menos quatro enzimas localizadas na superficie externa da membrana
mitocondrial interna, denominadas: NDB1, NDB2, NDB3 e NDB4 e, de trés
outras NDA1, NDA2 e NDC1 na superficie interna (Figura 3). Propriedades
destas enzimas tém sido descritas para angiospermas (monocotiledéneas e
dicotiledbneas), incluindo milho (Zea mays) (LUETHY et al., 1992), tubérculos
de batata (S. tuberosum) (MELO et al., 1996; RASMUSSON et al.,, 1999),
“‘woodland tobacco” (Nicotiana sylvestris), A. thaliana (MICHALECKA et al.,
2003 e 2004, MOORE et al., 2003; ELHAFEZ et al., 2006) e para
gimnosperma, Araucaria angustifolia (MARIANO et al., 2004).

A funcdo das NDA1 e NDAZ2 foi determinada em tubérculo de batata (S.
tuberosum) e Arabidopsis. Trata-se de desidrogenases internas responsaveis
pela oxidacdo de NADH da matriz mitocondrial (RASMUSSON et al., 1999;
MOORE et al.,, 2003). Nao foram identificados nestas proteinas quaisquer
segmentos relacionados a ligacdo de célcio (MICHALECKA et al., 2003;
GEISLER et al., 2007). Por outro lado, a proteina NDB1 de tubérculo de batata
(S. tuberosum) é encontrada no espaco intermembranas e promove a oxidacdo
de NADPH citoplasmatico, enquanto as NDB2, 3 e 4 provavelmente oxidam
NADH citoplasmatico (MICHALECKA et al., 2004; GEISLER et al., 2007). Para
as NDB1 e NDB2 foram caracterizados sitios de ligacdo para o calcio
(GEISLER et al., 2007). NDC1 em tubérculo de batata (S. tuberosum) também
€ uma desidrogenase interna, mas a sua especificidade pelo substrato NADPH
nao esta totalmente esclarecida (MICHALECKA et al., 2004; ELHAFEZ et al.,
2006).

Alguns estudos evidenciaram a inibicdo das NADH desidrogenases
alternativas de plantas, de protozoarios e de fungos por flavona (TUDELLA et
al., 2003; UYEMURA et al., 2004; JUAREZ et al., 2004; VALENTE, 2007). A
presenca de NADH desidrogenases alternativas em mitocondrias de A.
angustifolia foi confirmada por Mariano et al., (2004). Neste contexto, a adic&o
de 500 umol.L™ de flavona a mitocdndrias respirando na presenca de FCCP e

rotenona, causou uma inibicdo de aproximadamente 60% tanto nas



28

desidrogenases alternativas externas quanto nas internas (VALENTE, 2007).
Em mitocondrias de Aspergillus fumigatus e Plasmodium yoelii yoelii na
presenca de rotenona, a flavona 500 pmol.L? também inibiu as NADH
desidrogenases alternativas (TUDELLA et al., 2003; UYEMURA et al., 2004).

2.2.2 Oxidase Alternativa (AOX)

A complexidade da cadeia respiratoria de mitocéndrias de plantas deve-
se, em parte, a presenca de uma via alternativa para a reducao do oxigénio em
comparacdo a cadeia respiratoria de mamiferos. Nesta via, os elétrons que
chegam até a ubiquinona, provenientes das NAD(P)H desidrogenases
alternativas ou dos complexos | ou Il, ao invés de serem transportados para o
complexo Ill, reduzem diretamente o oxigénio, em processo mediado pela
oxidase alternativa (AOX) (Figura 4).

A reducdo do oxigénio catalisada pela AOX é independente dos
complexos Il e IV &, portanto, insensivel aos inibidores destes, como o cianeto,
a antimicina A ou o mixotiazol. Por outro lado, a AOX ¢ inibida por agentes
complexantes de ferro, os acidos hidroxamicos como o acido salicilhidroxamico
(SHAM) e o acido benzohidroxamico (BHAM), o tiocianato de potassio e o0 n-
propilgalato e, estimulada por alfa-cetbéacidos, particularmente por piruvato
(MILLAR et al., 1996; VANLERBERGHE & McINTOSH, 1997; SIEDOW &
UMBACH, 2000). Nives de ubiquinol (UQH;) sdo determinantes para a
atividade da enzima, sendo que a ativacdo da AOX ocorre gquando tais niveis
ultrapassam um certo limiar (SIEDOW & UMBACH, 2000).

Esta proteina, localizada na membrana mitocondrial interna, foi
inicialmente purificada da planta “lirio0 voodoo” (Sauromatum guttatum)
(ELTHON & MCcINTOSH, 1986 e 1987). Entretanto, sua presenca tem sido
descrita também em outros organismos como protistas e fungos (MINAGAWA
& YOSHIMOTO, 1987; CLARKSON et al., 1989; LAMBOWITZ et al., 1989).

Umbach e Siedow (1993) demonstraram que a AOX € um homodimero,
cujos mondmeros quando unidos covalentemente por ligacdo dissulfeto

(cisteina na posicdo 78 em Arabidopsis thaliana também chamada de cisteina
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), resultam na forma menos ativa da enzima (forma oxidada). Por outro lado, a
reducdo destas ligagOes, pela adicdo de ditiotreitol (DTT) por exemplo, resulta
na forma mais ativa da enzima (forma reduzida). O mesmo residuo de cisteina
(78) responsavel pela formacdo das pontes dissulfeto estd também envolvido
na ativagdo da AOX pelo piruvato e outros alfa-cetoacidos (UMBACH et al.,
1994; VANLERBERGHE et al., 1995; RHOADS et al., 1998; UMBACH et al.,
2002). O piruvato reage com o0s grupamentos sulfidrila formando um
tiohemiacetal o que promove ativagdo da enzima (RHOADS et al.,, 1998;
SIEDOW & UMBACH, 2000).

ESPACO INTERMEMBRANAS
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FIGURA 4. REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA AOX DA CADEIA
RESPIRATORIA DE MITOCONDRIA DE PLANTAS

FONTE: Adaptado de Siedow & Umbach, (2000) e Mariano, (2005).

NOTA: A reducdo do oxigénio catalisada pela AOX € independente dos complexos Ill e IV &,
portanto, insensivel aos inibidores destes (cianeto, antimicina A ou o mixotiazol). Por outro
lado, € inibida por agentes complexantes de ferro, os acidos hidroxdmicos como o &cido
salicilhidroxamico (SHAM) e o acido benzohidroxamico (BHAM), o tiocianato de potassio e o0 n-

propilgalato e, estimulada por alfa-cetéacidos, particularmente por piruvato.

A AOX promove a reducdo do oxigénio molecular a agua, sem o
bombeamento de protons e, consequentemente, sem a geracao do gradiente
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eletroquimico de protons, ndo contribuindo, portanto, para 0 aumento nos
niveis do ATP celular (SIEDOW & MOORE, 1993; MCcINTOSH, 1994;
VANLERBERGHE & McINTOSH, 1997). Inicialmente, a presenca da AOX foi
relacionada apenas com a producgéo de calor em alguns tecidos termogénicos
especificos. De fato, a maior expressdo da AOX neste tipo de tecido em
plantas, como no “lirio voodoo” (S. guttatum), levou inicialmente a conclusao de
gque esta via estivesse relacionada somente com a producdo de calor
(MEEUSE, 1975; McINTOSH, 1994; VANLERBERGHE & MCcINTOSH, 1997).
Nesta planta o calor é produzido e liberado em flores efémeras durante um
anico dia de florescéncia, volatilizando aromas com o0 objetivo de atrair insetos
polinizadores (MEEUSE, 1975; McINTOSH, 1994; WAGNER et al. 2008). No
entanto, sabe-se que a expressdo da AOX pode ser também induzida por
condicdes de estresse, tais como ataques por patégeno (LENNON et al., 1997;
SIMONS et al.,, 1999), senescéncia e amadurecimento de frutos (PURVIS,
1997), além da exposicdo ao frio (VANLERBERGHE & McINTOSH, 1992;
GONZALEZ-MELER et al., 1999; CALEGARIO et al., 2003). Tem sido sugerido,
ainda, que a via da AOX é estimulada com o objetivo de impedir a formacédo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) em mitocbndrias ativamente oxidando
substratos (MAXWELL et al., 1999; M@LLER, 2001).

A AOX tem sido proposta como um marcador funcional de tolerancia ao
estresse em algumas variedades de plantas. Estudos sugerem que a estrutura
dos genes polimorficos da AOX é suficiente para permitir o desenvolvimento de
marcadores desta proteina em muitas espécies de plantas (ARNHOLDT-
SCHMITT et al., 2006; FREDERICO et al., 2009a,b; MACEDO et al., 2009). A
resposta diferencial dos genes da AOX ao estresse pode fornecer um plano
flexivel de defesa da planta, pois, a proteina atua na mitocéndria como um
sistema de dissipacdo de energia (ARNHOLDT-SCHMITT et al.,, 2006;
FREDERICO et al., 2009b). Uma vez que o gene da enzima é nuclear, sua
inducdo permite a comunicagado entre a mitocondria e o nucleo, para proteger
as células sob condi¢cbes de estresse respiratorio (CAMPOS et al., 2009).

Os genes da AOX podem ser divididos em dois grupos aox1(a-d) e aox2
(SAISHO et al.,, 1997; CONSIDINE et al.,, 2002; CLIFTON et al., 2006;
RASMUSSON et al., 2009). Em A. thaliana, os genes da aox1 sdo encontrados

na regiao interna do cromossomo 3 (AOX1a, b, ¢) e cromossomo 1 (AOX1d)
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enquanto que gene da aox2 estd localizado na regido da extremidade do
cromossomo cinco (COSTA et al., 2009; SAISHO et al., 1997).

Os genes mais estudados sdo os membros da familia aox1, presentes
nas angiospermas (mono e dicotiledbneas) e em gimnospermas, sendo
regulados de maneira diferenciada nos diversos 6rgdos e estadios de
desenvolvimento, além de responderem ao estresse (CONSIDINE et al., 2002;
BORECKY et al., 2006; FREDERICO et al., 2009a). Os genes da aoxl,
encontrados em monocotiledéneas, sdo muito divergentes e possuem pouca
similaridade com os genes de dicotiledoneas e gimnospermas (FREDERIDO et
al., 2009a).

Por outro lado, a aox2 possui maior expressao génica constitutiva
(CONSIDINE et al., 2002), mas também foi encontrada em resposta ao
estresse em algumas espécies de plantas como o feijado-de-corda (Vigna
unguiculata) (COSTA et al., 2007; COSTA et al., 2010) sendo identificada nas
gimnospermas pinheiro manso (Pinus pinea) e cedro japonés (Cryptomeria
japonica) (FREDERIDO et al., 2009a) e em dicotiledoneas, mas ndo em
monocotiledoneas (CONSIDINE et al., 2002; BORECKY et al., 2006;
POLIDOROS et al., 2009). O fato de ter sido identificada uma sequéncia para a
AOX2 em uma gimnosperma e nao nas dicotiledoneas indica que um ancestral
comum das gimnospermas e angiospermas possuia o gene da aox2. Seguindo
este raciocinio, Frederico e colaboradores (2009a) sugeriram que as
monocotiledéneas tenham perdido o0 gene da aox2 e ndo que as dicotiledéneas
o tenham adquirido durante a evolugao.

Borecky e colaboradores (2006) propuseram a existéncia de uma
terceira familia da AOX (aox3). Em estudos com Arabidopsis exposta a baixas
temperaturas (4°C), os autores observaram que o gene aox1d sofria regulacéo
negativa em relacdo aos demais genes identificados da familia aox1. Devido a
este padrédo de resposta, sugeriu-se que este gene pertenca a uma terceira
familia, a AOX3. A divergéncia entre os perfis de expressdo das AOX, em
tecidos e 6rgdos especificos, sugere que cada familia desta proteina possa
desempenhar funcdes fisioldgicas diversas nas diferentes espécies de plantas
(CONSIDINE et al., 2002; BORECKY et al., 2006; CAMPOS et al., 2009).
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2.2.3 Proteina Desacopladora de Plantas (UCP ou PUMP)

A dissipacdo de energia em mitocdndrias de plantas também pode ser
mediada pela proteina desacopladora de plantas (UCP ou PUMP) (VERCESI et
al., 1995; VERCESI et al.,, 2006). As PUMPs sdo proteinas integrais de
membrana, sdo mondmeros com massa molecular variando entre 30 e 33 kDa
e com cerca de 300 aminoacidos. Esses amino&cidos estédo dispostos em uma
estrutura que possui 3 dominios homologos, cada um desses dominios
compreende duas a-hélices transmembranas (BORECKY et al., 2001;
VERCESI et al., 2006) (Figura 5).

ESPAGO INTERMEMBRANAS

i

> - >
1° dominio 2° dominio 3° dominio

MATRIZ MITOCONDRIAL

FIGURA 5. REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA PUMP NA MEMBRANA
MITOCONDRIAL INTERNA

FONTE: Fleury & Sanchis (1999).

NOTA: A PUMP é formada por trés dominios com cerca de 100 aminoacidos e com duas
regibes transmembranas. Os trés dominios possuem similaridade em suas sequéncias e
estruturas. Os retangulos indicam as hélices transmembranas (numeradas 1-6). Nt e Ct
indicam, respectivamente, as extremidades amino e carboxi terminais da proteina.

Segundo Vercesi e colaboradores (1995) a PUMP possui caracteristicas

e massa molecular muito similares a proteina desacopladora (UCP1) de
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mamiferos. Inicialmente, a PUMP foi isolada de mitocondrias de tubérculos de
batata (Solanum tuberosum) (VERCESI et al., 1995) e tomate (Solanum
lycopersicum) (JESEK et al.,, 1997). Atualmente sdo descritas seis proteinas
pertencentes a familia das PUMPs presentes no genoma de Arabidopsis
thaliana (ecotipo Columbia - Col-0) e cinco pertencente a cana de acucar
(Saccharum sp. cultivar SP80-3280) (BORECKY et al. 2006; FIGUEIRA &
ARRUDA, 2011).

Estas proteinas sdo capazes de transportar protons para a matriz
mitocondrial sem que haja a sintese de ATP e, desta maneira, promovem a
diminuicdo do gradiente eletroquimico de prétons. S&o sugeridos dois
mecanismos pelos quais as PUMPs promovem esta reentrada de protons: a)
Modelo Protonoforético e b) Modelo Tamponante (KLINGENBERG, 1990;

WINKLER & KLINGENBERG, 1994) (Figura 6).
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FIGURA 6. MODELOS PROPOSTOS PARA O TRANSPORTE DE PROTONS
PELA PUMP PARA A MATRIZ MITOCONDRIAL

FONTE: Vercesi et al., (2006).

NOTA: a) Modelo Protonoforético; b) Modelo Tamponante. FA (4cido graxo) é representada
como uma molécula (protonada) neutra com a cabeca hidrofilica em verde, ou como anion
(desprotonada) com a cabeca em azul; as caudas hidrofébicas estdo em vermelho.
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O modelo protonoforético propbée um mecanismo de “flip-flop”
(SKULACHEYV, 1991). Neste, os acidos graxos anibnicos distribuem-se na
membrana mitocondrial com seus grupamentos hidrofilicos abaixo do nivel das
outras cabecas lipidicas, difundindo-se lateralmente na membrana e
alcangando o sitio de ligacdo na PUMP (GARLID et al., 1996). A PUMP catalisa
o transporte de anions, deixando o grupamento hidrofilico exposto para o
citoplasma. No exterior da mitocondria, os AG desligam-se da proteina e se
difundem lateralmente na membrana, sdo protonados e na forma neutra
retornam rapidamente para a matrix mitocondrial pelo mecanismo chamado de
“flip-flop””, resultando em um ciclo futil (GARLID et al., 1996). No segundo
modelo a PUMP age com um canal que transporta os H* e os AG n&o sdo
translocados através da membrana (KLINGENBERG, 1990).

As PUMPs possuem funcdes fisioldgicas relacionadas a sua capacidade
desacopladora e ao metabolismo especifico de cada tecido (VERCESI et al.,
2006). Dentre estas funcdes destacam-se: controle da geracdo das espécies
reativas de oxigénio (ROS) na mitocondria (SKULACHEV, 1996), termogénese
(NICHOLLS & RIAL, 1999), a regulacédo do metabolismo energético (SLUSE et
al., 1998; SLUSE & JARMUSZKIEWICZ, 2000) e resposta ao estresse
(MZLLER, 2001). Em relacdo ao controle da producdo mitocondrial de ROS,
sabe-se que tais espécies sdo geradas durante a transi¢cdo do estado 3 para 4
da respiracdo, quando o gradiente eletroquimico de prétons € maximo, o que
favorece a reducédo parcial do oxigénio a anion superéxido. Por sua vez, o
peréxido de hidrogénio formado deste radical em presenca de ferro pode levar
a formacdo do radical hidroxila, espécie mais reativa, através da reacao de
Fenton. Uma vez que as PUMPs diminuem o potencial eletroquimico de
prétons, ao permitir a reentrada destes na matriz mitocondrial, acredita-se que
estas proteinas atuariam no controle dos niveis ROS, tanto em situacdes
fisiologicas ou em diferentes tipos de estresse. Desta maneira as PUMPs
participariam de um mecanismo de feedback negativo pelo qual limitariam a
producdo de ROS pela mitocondria (SKULACHEV, 1996; KOWALTOWSKI et
al., 1998; VERCESI et al., 2006; NOGUEIRA et al., 2011).

As PUMPs sao ativadas por acidos graxos de cadeia longa como o0s

acidos linoleico, oléico, linolénico, palmitico, miristico e inibidas por BSA e por
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nucleotideos derivados de guanina ou adenina como o ATP, GTP, GDP e ADP
(VERCESI et al., 2006). Neste contexto, Kowaltowski e colaboradores (1998),
em estudos realizados com mitocondrias de tubérculos de batata (Solanum
tuberosum), demonstraram que a ativacdo da PUMP, pela adicdo de &cido
linoleico, causou uma diminuicdo nos niveis de H,O,. J& a inibicdo da proteina,
pela presenca de albumina, promoveu um aumento nos niveis deste ROS.
Resultado similar foi demonstrado por Paventi e colaboradores (2006) em
tubérculos de alcachofra de Jerusalém (Helianthus tuberosus L.) onde a
ativacdo da PUMP por AG também promoveu diminui¢do da producédo de ROS.
A ativacdo ou a superexpressdo da PUMP diminui a producdo de ROS e
melhora a tolerancia ao estresse oxidativo (BRANDALISE et al., 2003). Este
efeito foi verificado em plantas trangénicas de tabaco (Nicotiana tabacum cv
SR1) com aumento da expressdao da PUMP em que houve uma melhora na
defesa contra ROS. Estes resultados fornecem evidéncias do papel protetor da
PUMP contra os danos do estresse oxidativo (BRANDALISE et al., 2003).

Sabe-se que a atividade da PUMP também é estimulada por O," e ou
produtos da peroxidacao lipidica (CONSIDINE et al., 2003; MURPHY et al.,
2003; SMITH et al., 2004) o que refor¢ca o papel desta proteina do controle da
producdo de ROS. Além disso, a inducédo do estresse oxidativo pela presenca
de H,O, promoveu o0 aumento da expressao dos genes da PUMP em diferentes
espécies de plantas (DESIKAN et al., 2001; BRANDALISE et al., 2003; BEGCY
et al., 2011).

Diversos estudos também tém sido voltados para a identificacdo dos
genes das PUMPs em diferentes espécies de plantas. Laloi e colaboradores
em 1997, identificaram em tubérculo de batata (S. tuberosum) o gene que
codifica para esta proteina denominado StUCP. Posteriormente, Maia et al.
(1998) identificaram o gene AtPUMP da Arabidopsis, que exibe similaridade
com a StUCP de tubérculo de batata (S. tuberosum). Posteriormente, foram
identificados no genoma de Arabidopsis seis genes que codificam para a
PUMP (AtPUMP1-6) e no genoma de cana de acgucar (Saccharum sp. cultivar
SP80-3280) foram encontrados cinco homologos (SsPUMP1-5) (VETTORE et
al., 2003; BORECKY et al., 2006; VERCESI et al., 2006). O alinhamento da
sequéncia de aminoacidos da PUMP de Arabidopsis thaliana (AtUCP) e

tubérculos de batata (S. tuberosum) (StUCP) com a sequéncia da UCP de
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mamiferos mostra que essas proteinas possuem 41% e 44% de similaridade
com a UCP1, respectivamente e 46% (AtUCP) e 47% (StUCP) de similaridade
com a UCP2 (RICQUIER & BOUILLAUD, 2000; LALOI et al., 1997).

As familias de genes da PUMP sado expressas diferencialmente em
condicbes de estresses especificos, o que implica que distintos padrdes de
regulacdo da expressao devem existir para cada gene. Um exemplo é a PUMP
de Arabidopsis onde ocorrem diferentes perfis de expressdo em resposta ao
estresse por baixa temperatura: a AtPUMP1 é sensivel ao frio, j& a AtPUMP2
n&o é responsiva (BORECKY et al., 2006).

Uma pesquisa feita com os genes da PUMP de Arabidopsis usando
diferentes conjuntos de dados de microarranjos confirmou que a expressao
destas proteinas é afetada diferencialmente. Como por exemplo, a reducéo da
expressao da AtUCP1 que resultou na baixa oferta de nutrientes e a AtUCP2
que teve uma diminuicdo da expressao em resposta a hipdxia. Adicionalmente,
observou-se que o aumento da expressao da AtUCP1 ocorreu em condi¢des
de deplecado de potassio e tratamento por baixas temperaturas. Por outro lado,
a AtUCP2 mostrou niveis de expressao aumentada em resposta a presenca de
acido giberélico (GA). Apesar das mudancas observadas, as alteracdes mais
significativas nos niveis de expressdo de ambos os genes, AtUCP1 e AtUCP2
(aumento ou diminuicdo da expressao), ocorreu em resposta aos estresses
bidticos, induzido por fungos, bactérias, nematoides e insetos. JA 0 gene
AtUCP3, expresso constitutivamente, manteve-se praticamente inalterado nos
diferentes estresses (NOGUEIRA et al., 2011).

As proteinas PUMP e AOX exibem similaridades funcionais, pois ambas
sao dissipadoras de energia (SIEDOW & BERTHOLD, 1986; VERCESI et al.,
1995; WAGNER & KRAB, 1995; PINHEIRO et al., 2004) e protetoras contra
ROS. Além disso, PUMP e AOX sao estimuladas por diferentes condi¢des de
estresse, porém, de maneira diferenciada (ELTHON et al., 1986; NANTES et
al., 1999; VERCESI et al., 2006; FIGUEIRA & ARRUDA, 2011). Em geral,
PUMP e AOX nao sdo expressas simultaneamente nos mesmos niveis nos
mesmos tecidos, e o0 nivel de cada proteina varia em cada condi¢cdo de
estresse (FIGUEIRA & ARRUDA, 2011). PUMP e AOX séo reguladas de modo
inverso pelos AG livres. Enquanto a primeira € ativada pelo aumento da

concentracdo de AG, a segunda é inibida, sugerindo que as proteinas néo
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podem expressar a atividade méaxima simultaneamente (SLUSE et al., 1998).
Em tomates verdes (Lycopersicon esculentum), PUMP e AOX estdo presentes,
mas estas proteinas ndo estdo ativas simultaneamente, pois os AG livres
bloqueiam a atividade da AOX enquanto ativam a atividade da PUMP (SLUSE
& JARMUSZKIEWICZ, 2000).

A existéncia de familias de genes que codificam as isoformas da PUMP
e AOX indicam que estas proteinas podem ter se originado por duplicacdo
cromossOmica, e que esta evolugcdo ocorreu para atender a demanda do
metabolismo mitocondrial dos diversos tipos de células, tecidos e Orgaos
(FIGUEIRA & ARRUDA, 2011).

2.3 ESTRESSE

Estresses representam um dos principais fatores limitantes para a
produtividade agricola. Como as plantas sdo organismos incorporados ao solo,
estdo expostas as condicdes ambientais, sofrendo constantemente as acgdes
de diferentes estresses que alteram o0 seu metabolismo, crescimento e
produtividade (DAT et al., 2000; KEEGSTRA & THOMASHOW, 2002;
VRANOVA et al.,, 2002; HOEBERICHTS & WOLTERING, 2003; NOGUEIRA,
2004).

Conceitua-se como estresse qualquer fator que promova uma situacao
desvantajosa para a planta, sendo frequentemente relacionado ao processo de
aclimatacdo ao meio. Estresses abioticos (salinidade, extremos de
temperatura, radiacdo ultravioleta e osmolaridade) e estresses bibticos
(patdégenos) induzem a padrdes de respostas semelhantes nas plantas, sendo
qgue as células necessitam se adaptar a estas novas condicfes impostas de
clima, temperatura e solo (CHERRY, 1994; FOYER et al., 1997; NOGUEIRA,
2004; REDDY et al., 2004; TAYLOR et al., 2005; PASTORE et al., 2007). Em
resposta as condigcbes de estresse, ocorrem alteracdes transientes da
expressdo génica e a sintese de compostos especificos (KEEGSTRA &
THOMASHOW, 2002; NOGUEIRA et al., 2003; REDDY et al., 2004; TAYLOR
et al., 2005).
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Extremos de temperatura sdo considerados um dos principais estresses
ambientais. Entretanto, cada planta pode responder de forma diferenciada as
variacdes de temperatura, pois, uma determinada condicdo ambiental que é
desfavoravel para uma planta, pode nédo o ser para outra. Cada espécie possui
uma temperatura ideal de crescimento e, a sua distribuicdo geografica €&
baseada na temperatura onde a planta € capaz de sobreviver. Enquanto
plantas de clima temperado ou frio suportam temperaturas de
aproximadamente -30°C durante o inverno, ja as plantas de clima equatorial ou
qguente suportam temperaturas de até 60°C durante o verdo, sem apresentarem
sintomas de estresse (TAIZ & ZEIGER, 2009; THOMASHOW, 1999).

O estresse pelo frio, entre outros, pode promover um aumento na
producdo de ROS, resultando numa situacdo de estresse oxidativo. As ROS,
por sua vez, podem atuar como indutores de mecanismos de tolerancia ao
estresse e/ou como agentes causadores de injarias e morte celular (PRASAD
et al.,, 1994; NOGUEIRA, 2004; TAYLOR et al., 2005; RHOADS et al., 2006;
PASTORE et al., 2007). Neste contexto, estudos propdem que o aumento da
atividade dos sistemas antioxidantes das plantas esta fortemente relacionado
com aumento da tolerdncia ao estresse (PRASAD et al., 1994; MJLLER &
KRISTENSEN, 2004; TAYLOR et al., 2005; RHOADS et al., 2006; PASTORE
et al., 2007).

Em plantas sensiveis ao frio como a cana de acuUcar (Saccharum
officinarum), o estresse causado pelas baixas temperaturas, ocasiona um
aumento de ROS (0., H,0,, "OH), que podem interagir com DNA, lipideos e
proteinas e causar danos celulares. Nas membranas celulares, ROS podem
promover lipoperoxidacdo e frequentemente a ativacdo do programa de morte
celular programada (TAI & LENTINI, 1998; KOWALTOWSKI & VERCESI, 1999;
MOLLER & KRISTENSEN, 2004; RHOADS et al., 2006).

2.4 PRODUCAO DE ROS E DEFESAS ANTIOXIDANTES

Durante o evento da respiracdo celular, em todos o0s organismos,

inclusive nas plantas, pode ocorrer a formacdo de ROS, como o radical
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superoxido (O,*), peréxido de hidrogénio (H,0;), radical hidroxila ("OH) e
oxigénio singlete (*O,) (NAVROT et al., 2007). Aproximadamente de 1% a 5%
do total do oxigénio consumido pelas células vegetais é direcionado para a
producdo de ROS, sendo os complexos | e Ill da cadeia respiratoria
mitocondrial os principais locais de sua formagdo (PUNTARULO et al., 1988;
MZLLER, 2001).

Nas plantas, o0s cloroplastos, mitocOndrias e peroxissomos
desempenham um importante papel nos mecanismos de resposta ao estresse
(APEL & HIRT, 2004; MITTLER et al., 2004; SCHWARZLANDER et al., 2009).
Grande parte das ROS originam-se nos cloroplastos e peroxissomos, mas ha
auséncia de luz, a producdo de ROS é predominantemente mitocondrial
(MAXWELL et al., 1999; FOYER & NOCTOR, 2003; NAVROT et al., 2007).

Diferentes situacfes levam a formacéo de ROS, entre estas: 0 estresse
osmotico, a senescéncia (MAXWELL et al., 2002; MITTOVA et al., 2004), o
estresse por baixas temperaturas e o déficit hidrico (CALEGARIO et al., 2003;
PINHEIRO et al.,, 2004; PASTORE et al., 2007), a exposicdo a radiacdo
ultravioleta (APEL & HIRT, 2004) e o ataque por patdogenos (KUZNIAK &
SKLODOWSKA, 2004). As plantas possuem algumas estratégias de defesa
contra estes estresses como: prevenir a produ¢do e/ou promover a remogao de
ROS e reparar os danos causados por estas espécies (MJLLER, 2001). Como
ja mencionado, para diminuir a producdo de ROS a cadeia respiratéria
mitocondrial conta com a proteina desacopladora de planta (PUMP) (VERCESI
et al.,, 1995; KOWALTOWSKI et al.,, 1998), a oxidase alternativa (AOX)
(MAXWELL et al.,, 1999) e NAD(P)H desidrogenases alternativas (MJLLER,
2001). Ainda, contribuem para a reducdo dos niveis de ROS, 0os mecanismos
antioxidantes ndo—enzimaticos e enziméticos de protecdo (APEL & HIRT,
2004).

Os mecanismos antioxidantes ndo enzimaticos incluem: ascorbato,
glutationa (GSH), tocoferol, flavondides, alcaloides e carotendides. Enquanto
GSH é oxidada por ROS, formando glutationa oxidada (GSSG), o ascorbato &
oxidado a monodeidroascorbato (MDA) e deidroascorbato (DHA). Através do
ciclo ascorbato-glutationa (Figura 7), GSSG, MDA e DHA podem ser reduzidos
novamente a GSH e ascorbato, respectivamente (APEL & HIRT, 2004). O
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estado reduzido dos antioxidantes € mantido pela deidroascorbato redutase
(DHAR) glutationa redutase (GR), monodeidroascorbato redutase (MDAR),
sendo que as duas Ultimas utilizam NADPH como fonte de equivalentes
redutores (TSUGANE et al., 1999; APEL & HIRT, 2004).

APX
H,O, + Ascorbato — H,O + Monodeidroascorbato (MDA)

MDAR
MDA + NAD(P)H —— Ascorbato + NAD(P)*

DHAR
Deidroascorbato (DHA) + GSH — Ascorbato + GSSG

GR
GSSG + NAD(P)H — GSH + NAD(P)*

FIGURA 7. CICLO ASCORBATO-GLUTATIONA

FONTE: Apel & Hirt (2004).

NOTA: O peréxido de hidrogénio é convertido a agua pelo ciclo ascorbato-glutationa. O agente
redutor na primeira reacéo, catalisada pela ascorbato peroxidase (APX), € o ascorbato, que se
oxida em monodehidroascorbato (MDA). A MDA redutase (MDAR) reduz MDA a ascorbato com
a participagdo do NAD(P)H. Dehidroascorbato (DHA) pode ser produzido espontaneamente a
partir do MDA e ser reduzido a ascorbato pela DHA redutase (DHAR) com a oxidacdo de GSH
a GSSG. O ciclo é concluido com a redugédo da GSSG pela glutationa redutase (GR), com a
utilizac&o de equivalentes redutores provenientes do NAD(P)H.

Em plantas, os mecanismos enzimaticos de defesa contra ROS incluem
ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD) e
glutationa peroxidase (GPX) e redutase (GR) (Figura 8). A eliminacdo de ROS
ocorre primeiramente com a acdo da SOD, que catalisa a dismutacdo do O,* a
H,O,. Posteriormente, como outra linha de defesa, atuam a catalase, APX e
GPX detoxificando o H,0O, e formando H,O (APEL & HIRT, 2004). Apesar de a
catalase e APX atuarem na remocao de H,O,, possuem diferentes afinidades
pelo seu substrato. Enquanto a CAT €& capaz de remover o H,O, em
concentragcbes milimolares, a APX o faz em concentragbes micromolares. Com
base nesta diferenca, sugere-se que a catalase seja responsavel pela remogao

do excesso de ROS durante o estresse. Ja a APX atuaria na modulagéo fina
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dos niveis de ROS, estando sua atividade relacionada aos processos de
sinalizacdo por estas espécies celulares (MITTLER, 2002). Ainda, a APX

requer um sistema de regeneracao de ascorbato e glutationa (Figura 7).

Glutationa Peroxidase

GPX
H,02+ 2 GSH — 2 H,O + GSSG

Superoéxido Dismutase

SOD
20, +2H" — H,0,+ 0,

Catalase

CAT
2H,0, —» 2H,0 + O»

FIGURA 8. PRINCIPAIS MECANISMOS ENZIMATICOS DE DEFESA
CONTRA ROS EM PLANTAS

FONTE: Apel & Hirt (2004).

NOTA: A glutationa peroxidase (GPX) reduz o H,O, a H,O as custas da oxida¢do de GSH a
GSSG; a superoxido dismutase (SOD) catalisa a dismutacdo do radical superéxido (O,") a
peréxido de hidrogénio (H,0,) e a catalase (CAT) reduz H,0, a H,0.

As células vegetais possuem multiplos genes codificadores de SOD,
CAT, APX e GR. Isoformas diferentes sado especificamente direcionadas para
mitocondrias, cloroplastos, peroxissomos e citosol (BOWLER et al., 1992;
SCANDALIOS, 1993; NOCTOR & FOYER, 1998; DUTILLEUL et al., 2003;
MITTLER et al., 2004; GECHEYV et al., 2006; MZLLER et al., 2007). Em relacéo
a SOD, por exemplo, sabe-se que as isoformas dependentes de manganés
(MnSOD) e ferro (FeSOD) se encontram nas mitocondrias e cloroplastos,
respectivamente, enquanto que a isoforma dependente de cobre/zinco
(Cu/ZnSOD) é encontrada em cloroplastos, citosol, e peroxissomos (BOWLER
et al., 1992; DUTILLEUL et al., 2003). As SOD podem, ainda, apresentar varios
genes para cada uma das isoformas, como no genoma de A. thaliana em que

os genes da SOD séao divididos em um gene para a MnSOD (msd1l), trés para
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a FeSOD (fsdl, fsd2 e fsd3) e trés para a Cu/ZnSOD (csdl, csd2 e csd3)
(SCANDALIOS et al. 1997; KLIEBENSTEIN et al., 1999; MITTLER et al., 2004).
Ja para a catalase de milho (Zea mays) e de Arabidopsis sdo encontradas 3
isoformas diferentes a catl, cat2 e cat3. Estas sao encontradas em diferentes
organelas e sdo expressas de maneira diferente e independente para cada
gene catl e cat2 estdo localizadas nos peroxissomos e citosol, enquanto que
cat3 esta presente na mitocdndria (HAVIR & McHALE, 1989; DAT et al., 2000;
MITTLER et al., 2004).

Nas células, a dimensdo do estresse oxidativo é determinada pelas
quantidades de H,0,, O, e °OH. Por isso, as respostas das enzimas
antioxidantes sdo tdo importantes para a diminuicdo dos niveis toxicos de ROS.
Mudancas nestas respostas induzem a mecanismos compensatorios. Por
exemplo, quando a atividade da catalase é reduzida em plantas, as enzimas
APX e GPX sao expressas em maiores quantidades (APEL & HIRT, 2004).

Embora as ROS sejam vistas como um produto téxico do metabolismo
celular, um numero crescente de evidéncias sugere gue estas atuem como
segundo mensageiro e na regulacdo de genes (JABS, 1999; DESIKAN et al.,
2001; APEL & HIRT, 2004; AHMAD et al., 2008). Pesquisas feitas nos ultimos
anos mostraram que as plantas produzem ROS como moléculas de sinalizacao
para controle de processos, tais como a morte celular programada, o
desenvolvimento da planta, as respostas ao estresse abidtico, a defesa contra
patdgenos e a sinalizacdo sistémica (MITTLER, 2002; APEL & HIRT, 2004;
GECHEV & HILLE, 2005; GAPPER & DOLAN, 2006; TAIZ & ZEIGER, 2009).
Essas moléculas podem atuar ativando proteinas ou induzindo a transcricao de
genes (DESIKAN et al., 2001; NAVROT et al., 2007). Este sistema de
sinalizacdo também interage com outras vias, como as MAPKs e Ca*
(NAVORT et al., 2007; RODRIGUEZ et al., 2010). Como ROS ativam a cascata
de sinalizacdo MAPK, sugere-se que esta via ajude na mediacao da tolerancia
ao estresse nas plantas (AHMAD et al., 2008; RODRIGUEZ et al., 2010).

Para entender como as ROS atuam € importante conhecer a regulagéo
de ROS nos diferentes compartimentos celulares, como nas mitocondrias,
cloroplastos e peroxissomos, assim como nas diferentes fases do
desenvolvmento celular (APEL & HIRT, 2004; GECHEV et al., 2006). Torna-se
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cada vez mais claro que a especificidade da resposta biolégica aos niveis
alterados de ROS depende de multiplos fatores como as caracteristicas da
ROS envolvida, a intensidade do sinal, a etapa de desenvolvimento da planta,
o tipo de estresse, a interacdo com outras moléculas sinalizadoras como o
oxido nitrico, mensageiros lipidicos e horménios (GECHEV & HILLE, 2005;
ZANINOTTO et al., 2006; KWAK et al., 2006; GECHEV et al., 2006).

A geracdo de ROS que ocorre nos diferentes compartimentos celulares,
resulta em mudancas do transcriptoma nuclear, indicando que essa informacao
deve ser transmitida para o nucleo a partir das organelas das plantas. Trés
principais mecanismos indicam como as ROS podem afetar a expressao dos
genes: sensores de ROS podem ser ativados para induzir a cascata de
sinalizacdo; os componentes das vias de sinalizacdo podem ser diretamente
oxidados por ROS; finalmente, ROS podem mudar a expressdo de genes
modificando a atividade de fatores de transcricdo (APEL & HIRT, 2004).

Entre as ROS, o H,O, € uma das moléculas mais estudas e evidéncias
indicam que este funciona como uma molécula de sinalizacdo devido a sua
maior estabilidade e maior meia vida (DESIKAN et al., 2001; HUNG et al.,
2005). Ainda, o H,O, é uma das primeiras moléculas de resposta celular
induzindo a expressao de genes relacionados com as defesas das plantas
(VRANOVA et al., 2002). Além disso, o H,O, também ativa proteinas quinases
(MAPKs) e é um fator chave na morte celular programada (MITTLER et al.,
1999; DESIKAN et al., 2001; VRANOVA et al., 2002; GECHEV & HILLE, 2005).
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3. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

Apesar da A. angustifolia ser uma espécie nativa de reconhecida
importancia socioecondmica e ambiental, ndo se dispde, até o0 momento, de
maneiras eficientes para seu plantio comercial ou cultivo em larga escala,
apesar dos muitos estudos direcionados ao melhoramento genético da espécie.
O conhecimento dos fatores fisiolégicos e bioquimicos que influenciam o
crescimento e o desenvolvimento da araucaria é essencial para o entendimento
do comportamento da espécie frente a diferentes condicbes ambientais,
fornecendo subsidios para a sugestdo de praticas de reflorestamento e
regeneracao natural.

A exposicdo a condicbes ambientais adversas, como baixas
temperaturas, causa estresse em muitas plantas induzindo a um padrdo de
respostas celulares, que inclue o aumento na producdo de ROS. Estas, por sua
vez, podem atuar tanto como indutoras de mecanismos de tolerancia ao
estresse, quanto como agentes causadores de injurias e morte celular. As
mitocondrias tém papel fundamental na resposta celular ao estresse oxidativo,
uma vez que dispbem de mecanismos capazes de prevenir a formacédo de
ROS ou promover sua remoc¢do, nomeadamente: as enzimas AOX, PUMP e
NAD(P)H desidrogenase alternativas, bem como as enzimas antioxidantes,
como a catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX); superéxido dismutase
(SOD) e glutationa redutase (GR).

O objetivo geral deste estudo foi caracterizar o papel das mitocondrias
na resposta ao estresse pelo frio em células embriogénicas de A. angustifolia,
visando contribuir para o conhecimento dos mecanismos relacionados a
adaptacado climatica desta planta. Ainda, considerando a importancia da AOX
nas condicoes de estresse, em particular o oxidativo e, o fato de que nao se
conhece sua sequéncia gendmica nesta espécie, foi também objetivo deste
estudo sequenciar o gene desta proteina.

Foram objetivos especificos deste estudo:

Em culturas de células embriogénicas de A. angustifolia submetidas ou
nao ao estresse por variagcdo de temperatura (4°C por 24 h ou 48 h) avaliar a

morfologia e a viabilidade celular.
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Em mitocdndrias isoladas de células embriogénicas de A. angustifolia,
submetidas ou ndo ao estresse por variagcao de temperatura (4°C por 24 h ou
48 h) avaliar:
a) A atividade da PUMP e AOX;
b) A atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX); superoxido dismutase (SOD) e glutationa redutase
(GR);

c) Os niveis de ROS;

d) A lipoperoxidacéao;

Em culturas de células embriogénicas de A. Angustifolia ndo submetidas

ao estresse identificar a sequéncia do gene da AOX.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 REAGENTES

HEPES, EGTA, EDTA, D-manitol, acido glutamico, acido malico, acido
succinico, NADH, NADPH, ATP, ADP, FCCP, rotenona, BSA desprovida de
acidos graxos, SHAM, piruvato, safranina O, oligomicina, atractilosideo,
propranolol, acido linoléico, MgCl,, TBA, FeCls, Tris, glutationa oxidada, mio—
inositol, acido nicotinico, glutamina, piridoxina—HCI, glicina, tiamina—HCI, L-
glutamina, 2,4-D, BAP, cinetina, phytagel, caseina hidrolisada e MTT foram
adquiridos da Sigma Aldrich Inc® (EUA). CaCl,, KOH, cisteina, KCI, fosfato de
sédio e potassio, TCA, HCl e DMSO foram adquiridos da Merck® do Brasil. O
FDA e IP foram adquiridos da Molecular Probes® (Oregon, USA).

Os demais reagentes utilizados foram do melhor grau analitico
comercialmente disponivel. As solucbes foram preparadas com agua ultrapura
(MilliQ®).

A cultura inicial das células embriogénicas de A. angustifolia, originada a
partir do tecido de embriGes zigéticos, foi gentiimente cedida pelo professor Dr.
Miguel Pedro Guerra do Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e
Genética Vegetal do Departamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal de Santa Catarina.

5.2 CULTIVO E MANUTENCAO DAS CELULAS EMBRIOGENICAS DE

Araucaria angustifolia

As células embriogénicas originadas a partir de tecido de embrido
zigético de A. angustifolia, foram cultivadas em meio de cultura semi-solido
basico (BM) (GUPTA & PULLMAN, 1991), suplementado com: mio—inositol 55
mmol.L™, &cido nicotinico 8 nmol.L™, piridoxina—-HCI 5 nmol.L™, glicina 50
nmol.L?, tiamina—HCI 6 nmol.L?, L-glutamina 6,8 mmol.L™, 2,4-D 2 pmol.L?,
BAP 0,5 umol.L?, cinetina 0,5 umol.L?, sacarose a 3% (m/v), caseina
hidrolisada a 0,5% (m/v) e Phytagel (Sigma®) a 2% (m/v) (SANTOS et al.,

2002). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 com KOH antes de ser
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autoclavado a 121°C (1 atm) por 20 minutos. As solucbes de vitaminas, L-
glutamina e de hidrolisado de caseina foram filtradas através de uma
membrana esterilizante PVDF de 25 mm de diametro e 0,22 um de poro e
adicionadas ao meio de cultura autoclavado e frio. Para manutencdo, as
culturas embriogénicas foram cultivadas por 20 dias, no escuro em temperatura
de 25 + 1°C. A cada 20 dias as culturas foram repicadas e transferidas para
placas de Petri contendo o mesmo meio BM, descrito anteriormente. Para os
ensaios de morfologia, viabilidade e de isolamento de mitocéndrias, as células

foram utilizadas ap6s 14 dias de cultura.

5.3 CONDICOES DE ESTRESSE

As culturas foram submetidas ao estresse pelo frio a 4 + 1°C em sala
refrigerada por 24 h ou 48 h, no escuro. As células controle foram cultivadas
em estufa a 25 + 1°C, no escuro. Como controle positivo de células inviaveis,
utilizou-se células tratadas por fervura/congelamento (fervidas por 5 minutos a

100°C e congeladas em nitrogénio liquido -196°C, ciclo de 3 vezes).

5.4 ANALISES MORFOLOGICAS

O aspecto geral das culturas foi avaliado macroscopicamente e também
por microscopia Optica apos coloracdo com carmim acético (1%) (m/v) e azul
de Evans (0,5%) (m/v) de acordo com Durzan, (1988). Em uma pequena
quantidade de massa celular contendo as células suspensoras e embrionarias,
foram adicionadas gotas de azul de Evans (0,1%) (m/v) seguindo-se incubacao
de 3 min. Depois disso, o excesso de azul de Evans foi retirado e gotas de
carmim acético (2%) (m/v) foram adicionadas, seguindo-se outra incubacao de
3 min. Apos a retirada do excesso de corante as células foram analisadas em

microscopico Axiovert 40 CFL (Carl Zeiss) nos aumentos de 4x e 10x.
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5.5 DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi determinada por trés metodologias: por coloragéo
com Azul de Evans (BAKER & MOCK, 1994; LEVINE et al., 1994; BOZHKOV
et al.,, 2002), através da combinacdo de diacetato de fluoresceina (FDA) e
iodeto de propidio (IP) (CHAVES et al., 2002; MAURER et al., 2010a) e, a
dltima pela reducdo do MTT (CASTRO-CONCHA et al., 2006; SILVA &
MENENDEZ-YUFFA, 2006).

O corante Azul de Evans é preferencialmente permeante as células
suspensoras (STEINER et al., 2005). Neste método, aliquotas de células foram
coletadas (500 mg, peso fresco) e coradas com azul de Evans 0,05% (m/v) em
tampdo MES 20 mmol.L™, pH 5,8, por 10 min, a 22°C. O corante que n&o
permeou as células foi removido com o sobrenadante e o sedimento foi lavado
com tampao MES por 2 vezes. Na sequéncia, foram adicionados 10 mL de
meio de cultura seguindo-se incubacao por 30 min. Apés a incubacédo, 300 mg
do material celular foi colocado em 1 mL de SDS 1% (m/v) em metanol 50% e
incubado por 30 min, a 50°C. Apoés centrifugacdo (microcentrifuga da marca
Vision, modelo VS-15000 CFNII) a 9.000 x g durante 5 min, a absorbancia do
sobrenadante foi medida a 600 nmn em espectrofotbmetro Shimadzu, modelo
UV — 2450 UV/VIS. Os resultados foram expressos em absorbancia.

O FDA, por ser apolar, entra nas células, e ao sofrer hidrélise por
esterases, libera fluoresceina que permanece internalizada e emite
fluorescéncia, visualizando-se a cor verde (JONES & SENFT, 1985; HUANG et
al., 1986; McCABE & LEAVER, 2000). Por outro lado, o IP que se intercala ao
DNA, é capaz de permear somente células que apresentem alteracdes na
permeabilidade de suas membranas, ou seja, as células inviaveis ou em
processo de morte. O IP intercalado ao DNA emite fluorescéncia, visualizando-
se a cor vermelha (JONES & SENFT, 1985; HUANG et al., 1986). Para os
ensaios de viabilidade com FDA e IP, as células foram lavadas duas vezes em
tampéo PBS (Na,HPO, 10 mmol.L*, KH,PO, 1,8 mmol.L™*, KCI 2,7 mmol.L™,
NaCl 136,9 mmol.L™, pH 7,2) e coradas com IP 5 pg.mL™ e FDA 2,5 pg.mL™
em PBS, por 15 min, a temperatura ambiente. ApGs trés lavagens sucessivas

com PBS, as células foram observadas por microscopia de fluorescéncia. A
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fluorescéncia do FDA e IP foi observada utilizando filtros de excitacéo violeta e
verde, respectivamente, em microscépio Axiovert CFL 40 (Carl Zeiss).

O ensaio de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio]) baseia-se na capacidade de desidrogenases mitocondriais de
reduzirem o sal de tetrazélio a formazan, apenas em células viaveis. Neste
ensaio 330 mg (peso fresco) de células foram incubadas com tampéo PBS na
presenca de MTT em concentracdo final de 1,25 mmol.L™, durante 8 h no
escuro e a 25°C. Os sais de formazan formados foram extraidos duas vezes
com 750 uL de SDS a 1% (m/v) em 50% de metanol, seguindo-se incubagéo
de 30 min a 60°C. ApoOs centrifugacdo em microcentrifuga (marca Vision,
modelo VS-15000 CFNII) a 9000 x g durante 5 min, a absorbancia dos
sobrenadantes foi medida em 570 nm em leitor de microplaca (modelo Epoch
da Biotek) Os resultados foram expressos como % de viabilidade em

relacdo ao controle (100%).

5.6 ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS

Mitocondrias foram isoladas de 30 g de culturas de células
embriogénicas de A. angustifolia, através de centrifugagcdo diferencial
(MARIANO et al., 2004), como descrito a seguir. Culturas embriogénicas de A.
angustifolia com 14 dias foram transferidas para um béquer na presenca do
meio de extracdo a 4°C contendo sacarose 250 mmol.L™*, HEPES 10 mmol.L™
(pH 7,6), EGTA 2 mmol.L™, cisteina 3 mmol.L™* e BSA 0,2 g% (m/v). Com o
auxilio de tesoura o material foi reduzido a pequenos fragmentos. Em seguida,
o tecido foi homogeneizado utilizando-se o homogeneizador van Potter—
Elvehjem (10 vezes com o pistilo frouxo e 10 vezes com o pistilo apertado) e
rompidas em homogeneizador Turratec através de ciclos de 4 segundos, na
presenca de meio de extracdo a 4°C. A proporcao de meio utilizado foi de 200
mL para 35 g de tecido. O homogenato foi filtrado através de tecido gabardine
e 0 pH ajustado para 7,2 com NaOH. A seguir, este homogenato foi
centrifugado (centrifuga Hitachi modelo himac CR-21E) por 10 minutos a 1.000
X g e o sobrenadante centrifugado por 10 minutos a 15.000 x g. Os precipitados
resultantes foram ressuspensos em meio de isolamento (sacarose 250 mmol.L™
! HEPES 10 mmol.L™ pH 7,2, EGTA 0,25 mmol.L™", BSA 0,2 g% (m/v)) e
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transferidos para um unico tubo, seguindo-se centrifugacdo a 1.000 x g por 10
minutos. O sobrenadante foi novamente centrifugado a 15.000 x g por 10
minutos, e o precipitado, contendo a fragdo mitocondrial foi ressuspenso em
meio de isolamento de modo a obter uma suspensdo contendo
aproximadamente 10-20 mg de proteina por mL. As etapas de isolamento

estdo representadas na Figura 9.

5.7 PURIFICACAO DAS MITOCONDRIAS

A purificagdo da fragdo mitocondrial das células embriogénicas de
araucéria foi feito em gradiente descontinuo de Percoll®, como descrito por
Jackson e colaboradores (1979) e Millar e colaboradores (2001). O extrato
bruto de mitocdndrias, aproximadamente 1mL, foi depositado cuidadosamente
sobre 0 meio de isolamento contendo sacarose 250 mmol.L™*, HEPES 10
mmol.L™* (pH 7,2), EGTA 0,25 mmol.L™", BSA 0,2 g% (m/v) e Percoll® nas
concentracfes de 45%, 21% e 13% (v/v). O extrato bruto de mitocéndias foi
centrifugado em ultracentrifuga (marca Hitachi, modelo himac CP-90B) a
40.000 x g por 45 minutos e a fragdo mitocondrial presente logo acima do
Percoll 45% foi coletada, lavada com meio de isolamento e novamente
centrifugada a 15.000 x g por 15 minutos para a remocdo do Percoll®. O
sedimento obtido, contendo as mitocondrias purificadas, foi ressuspenso em
gotas de meio de isolamento de modo a obter uma suspensdo contendo

aproximadamente 10-15 mg de proteina por mL.

5.8 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINAS

A concentracdo de proteinas das suspensbes mitocondriais foi
determinada pelo método descrito por Lowry e colaboradoes (1951), utilizando-
se BSA como padrdo. As leituras foram realizadas a 700 nm em
espectrofotdometro Shimadzu, modelo UV — 2450 UV/VIS.
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5.9 DETERMINACAO DO CONSUMO DE OXIGENIO - ATIVIDADES DA
PUMP E AOX

O consumo de O, foi determinado a 28°C com eletrodo de oxigénio tipo
Clark (Yellow Springs Instruments Co.) em camara fechada termostatizada em
polarégrafo Gilson. O sistema de reacdo, em volume final de 1,3 mL,
denominado meio de reacéio padréo, foi constituido de sacarose 250 mmol.L™,
KCl 2 mmol.L™, HEPES 10 mmol.L™ (pH 7,2), Pi 2 mmol.L™ e proteina
mitocondrial em quantidade adequada para cada experimento. Este meio foi
suplementado com os substratos malato de sédio 10 mmol.L™ e glutamato de
s6dio 10 mmol.L™* sendo realizadas outras adigdes de acordo com o protocolo
experimental. O coeficiente de controle respiratorio (CCR) foi obtido da razao
entre a velocidade respiratdria no estado 3 (na presenca de ADP) e estado 4
(ap6s o consumo do ADP) e foi utilizado como determinante da qualidade da
preparacdo (CHANCE & WILLIAMS, 1955). Para a determinacdo do CCR, o
meio de reacdo foi suplementado com BSA 0,2 g% (m/v), MgCl, 5 mmol.L™,
EGTA 0,1 mmol.L™!, malato de sédio 10 mmol.L™, glutamato de sédio 10
mmol.L™*, 0,5 mg.mL™" de proteina mitocondrial e ADP 0,2 mmol.L™*. Apenas
preparacdes mitocondriais com controle respiratério acima de 2,5 foram
utilizadas.

Para determinar a atividade da PUMP, o meio de reacdo padrao foi
suplementado com oligomicina (2,5 pg.mg* proteina), SHAM 3 mmol.L™,
atractilosideo 20 pmol.L™, propranolol 300 umol.L™, MgCl, 1 mmol.L™, malato
de sédio 10 mmol.L™, glutamato de sédio 10 mmol.L™* e 0,5 mg de proteina
mitocondrial. Outras adi¢gdes foram: &cido linoléico 10 umol.L™, BSA 0,1 g%
(m/v), ATP 1 mmol.L™" e FCCP 1 pmol.L™.

A atividade da AOX foi determinada em um meio de reacdo padrao
suplementado com oligomicina (2,5 pg.mg™* proteina), DTT 1 mmol.L™,
atractilosideo 20 umol.L™, propranolol 300 pmol.L™, piruvato 0,1 mmol.L™*, BSA
0,5% (m/v), MgCl, 1 mmol.L™, glutamato de sédio 10 mmol.L™}, malato de
s6dio 10 mmol.L™ e 0,5 mg de proteina mitocondrial. Outras adi¢ées foram: CN
1 mmol.L™* e SHAM 1 mmol.L™.
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As velocidades respiratorias foram expressas em nmol de oxigénio
consumidos por miligrama de proteina mitocondrial por minuto, considerando-
se que a solubilidade do oxigénio na agua a 28°C e 1 atmosfera é de 250 umol
por litro (ESTABROOK, 1967).

5.10 DETERMINACAO DO POTENCIAL ELETRICO DE MEMBRANA (Ay) —
ATIVIDADE DA PUMP

O potencial elétrico de membrana foi acompanhado através da variacédo
da fluorescéncia da safranina O em espectrofluorimetro Shimadzu RF-5301
PC (AKERMAN & WIKSTROM, 1976). O sistema de reacéo foi constituido de
sacarose 250 mmol.L™*, HEPES 10 mmol.L™* (pH 7,2), NaH,PO4 1 mmol.L™, e
safranina O 5 pmol.L™ em um volume final de 2 mL a 28°C. Os comprimentos
de onda utilizados foram de 495 nm (excitacdo) e 586 nm (emissdo) com
abertura de fenda de 3 nm (excitacdo e emissdo). A medida do potencial de
membrana foi iniciada com os substratos malato de sédio 10 mmol.L™ e
glutamato de sédio 10 mmol.L™*. Para determinacéo da atividade da PUMP, o
meio foi suplementado com oligomicina 2,5 pg.mg™ proteina, atractilosideo 20
pumol.L™, propranolol 300 pmol.L™*, SHAM 3 mmol.L™, MgCl, 1 mmol.L™* e 0,3
mg.mL"1 de proteina mitocondrial. Outras adi¢cdes foram: acido linoléico 10
pmol.L™, BSA 0,1 g% (m/v), ATP 1 mmol.L™* e FCCP 1 pmol.L™*. As mudancas
relativas de potencial de membrana foram expressos em unidades arbitrarias

de fluorescéncia (UA).
5.11 DETERMINAQAO DA ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Nestes ensaios foram utilizadas preparacdes mitocondriais purificadas

em gradiente de Percoll®.

5.11.1 Catalase (CAT)

Neste ensaio, foram utilizadas mitocondrias intactas e a atividade da

catalase foi acompanhada pelo decréscimo da absorbancia do H,O, a 240 nm
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(AEBI, 1984) em sistema de reacdo constituido de tamp&o fosfato 50 mmol.L™
(pH 7,0), H,0O, 10 mmol.L e 100 Mg de proteina mitocondrial, em volume final
de 1 mL. A atividade foi determinada a 25°C e a reacao iniciada pela adi¢ao do
H,O,, foi acompanhada durante 2 minutos em espectrofotbmetro Shimadzu,
modelo UV-2450 UV/VIS. Os resultados foram expressos em U de catalase,
onde 1 U corresponde a 1 umol de H,O, decomposto por miligrama de proteina
por minuto, considerando-se o coeficiente de extingdo molar de 0,394 mmol
! L.em™ para o H,0,.

5.11.2 Superéxido dismutase (MNnSOD)

Para realizacdo destes ensaios, mitocondrias foram rompidas por trés
ciclos de congelamento e descongelamento (a -196°C) e a atividade da SOD
foi determinada como descrito por NISRA e FRIDOVICH (1972). O sistema de
reacdo foi constituido de tamp&o carbonato 50 mmol.L™* (pH 10,2), EDTA 0,1
mmol.L™", epinefrina 1 mmol.L™ e proteina mitocondrial em quantidade
adequada em um volume final de 1 mL a 30°C. A reacao foi iniciada pela
adicao da epinefrina e a formacéo do adrenocromo foi acompanhada a 480 nm
durante 2 minutos em espectrofotometro Shimadzu, modelo UV-2450 UV/VIS.
Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de proteina capaz de
inibir em 50% a atividade da enzima. Os resultados foram expressos em
relacdo ao controle, sendo o controle definido como 100% de atividade ou 1
unidade de SOD.

5.11.3 Ascorbato peroxidase (APX)

Para realizacdo deste ensaio, mitocondrias foram solubilizadas em meio
contendo 0,01% (v/v) de Triton X-100 para promover a permeabilizacdo das
membranas. O ensaio foi realizado em meio de reacdo contendo 50 mmol.L™
de tampéo fosfato (pH 7,0), 0,2 mmol.L™ de ascorbato, 0,3 mmol.L™ de H,O, e
100 pg de proteina mitocondrial. A atividade foi determinada a 25°C pelo
acompanhamento da oxidacdo do ascorbato a 290 nm em espectrofotdmetro
Shimadzu, modelo UV-2450 UV/VIS (NAKANO & ASADA, 1981). Os

resultados foram expressos em unidade de atividade (U) sendo 1U
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correspondente a 1 nmol de ascorbato oxidado (mg proteina.min™) calculado

de acordo com o coeficiente de extingdo molar do ascobato 2,8 mmol™.L.cm™.
5.11.4 Glutationa Redutase (GR)

A atividade da GR foi avaliada de acordo com a técnica proposta por
SIES et al. (1979). Neste ensaio, a GR catalisa a reducdo da glutationa na
presenca de NADPH em sistema de reacéo constituido de tampéo fosfato 100
mmol.L™ (pH 7,0), EDTA 1 mmol.L?, glutationa oxidada (GSSG) 0,66 mmol.L™
e NADPH 0,075 mmol.L™. Mitocdndrias foram permeabilizadas pela adicéo de
deoxicolato 0,5% (m/v) e 500 pug desta suspensao foram utilizados no sistema
de reacdo. A reacdo foi mantida a 25°C e iniciada pela adicdo de GSSG. A
oxidacdo do NADPH foi acompanhada durante 5 minutos a 340 nm em
espectrofotometro Shimadzu modelo UV-2450 UV/VIS. Os resultados foram
expressos em porcentagem em relacdo ao controle, considerando o coeficiente
de extincdo molar do NADPH (6220 mol™.L.cm™).

5.12 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE ROS

Para analisar a formacdo de ROS intramitocondrial foi utilizada a sonda
diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) (ARMSTRONG & WHITEMAN,
2007). O DCFH-DA é capaz de se difundir para o interior das mitocondrias,
onde sofre a acdo de esterases convertendo-se em diclorofluoresceina
reduzida (DCFH) que, por sua vez, quando em presenca de ROS é oxidada a
diclorofluoresceina (DCF) emitindo fluorescéncia. A intensidade da
fluorescéncia do DCF é proporcional a quantidade de ROS intracelular (CHEN
et al.,, 2010). As mitocondrias foram incubadas no escuro com PBS pH 7,4,
rotenona 1 umol.L™* e DCFH-DA 1 pymol.L™. A reacdo foi iniciada com a adicdo
de succinato 10 mmol.L* (ESPOSTI, 2002; MAXWELL et al., 1999). A
intensidade da fluorescéncia foi monitorada em leitor de microplacas (TECAN-
Infinite M200) usando os comprimentos de onda de 485 nm (excitagdao) e 530
nm (emissao). Os resultados foram expressos em porcentagem em relacéo ao

controle.
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5.13 DETERMINACAO DA LIPOPEROXIDACAO MITOCONDRIAL

A peroxidacdo de lipidios em mitocdndrias foi avaliada através do
método que identifica espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)
(HODGES et al., 1999). Esta reacdo foi monitorada a 535 nm em
espectrofotometro Shimadzu, modelo UV-2450 UV/VIS.

As mitocdndrias, obtidas como descrito no item 5.6, foram incubadas sob
agitacdo, a 37°C, em meio de reacdo constituido de: D-manitol 250 mmol.L™,
HEPES 10 mmol.L™ (pH 7,2) e os indutores (ADP, FeCl; em presenca de 2-
oxoglutarato) (TAKAYANAGI et al.,, 1980). Aliquotas foram retiradas nos
tempos 0, 10, 20, 30 e 45 minutos e acrescidos de 2 mL de reativo constituido
de &cido tricloroacético (TCA) 15% (m/v), acido tiobarbitarico (TBA) 0,4% (m/v)
em HCI 0,25 N e solucao etandlica de butil hidroxitoluento (BHT) 0,01% (m/v).
A mistura foi submetida a fervura por 15 minutos em banho-maria, resfriada e
centrifugada (centrifuga Hitachi, modelo himac CR-21E) a 12.000 x g por 5
minutos. O sobrenadante foi submetido a leitura em 535 nm e os resultados
expressos em % do controle. Para calcular a quantidade de TBARS (nmol por
miligrama de proteina mitocondrial), utilizou-se o coeficiente de extingdo molar
do aduto malondialdeido-TBA de 1,56 x 10°> mol*.L.cm™ (BUEGE & AUST,
1978).

5.14 SEQUENCIAMENTO DO GENE DA aox

5.14.1 Extracao de DNA das células embriogénicas de A. Angustifolia

O sequenciamento do gene da AOX foi realizado no estagio sanduiche —
PDEE (CAPES) no Laboratério de Biologia Molecular (ICAAM) — EU Marie
Curie Chair na Universidade de Evora - Portugal, sob a orientacdo da Prof2.
Dra. Birgit Arnholdt-Schmitt.

As células embriogénicas de A. angustifolia foram cultivadas por 14 dias
no escuro em temperatura de 25 + 1°C. O DNA genbmico foi entdo extraido
destas células utilizando o kit DNeasy (Qiagen, Hilden, Alemanha), seguindo-se
as instrucdes do fabricante. Para a obtencdo de DNA de boa qualidade as

células embriogénicas de araucaria foram trituradas com nitrogénio liquido e
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submetidas a liofilizacdo. O DNA obtido foi analisado em gel de agarose 1,4%

(m/v) apos coloracdo com brometo de etidio.

5.14.2 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Fragmentos dos genes da aox foram identificados e amplificados usando
duas combinacfes diferentes de primers degenerados. Os primers foram
localizados na porgdo conservada do éxon 3 de acordo com as estruturas de
éxons/introns do gene aoxla da A. thaliana. (SAISHO et al,. 1997). Os primers
utilizados, foram os P1 e P2 (SAISHO et al., 1997) e 42A0XF e 45A0XR
(FREDERICO et al., 2009a) (Figura 10), apresentados na Tabela 1. A reacéo
em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada com Pure-To-Go PCR Beads (GE
Healthcare, Little Chalfont, Inglaterra) utilizando 10 ng de DNA como template.
Os ciclos do PCR foram otimizados em 35 ciclos de amplificagéo, cada um
constituido por 30 segundos a 94°C para deshaturagdo, 1 min a 60°C ou 55°C
para anelamento (dependendo dos primers), e 1 min a 72°C para alongamento.
Depois do ultimo ciclo, foi realizada mais uma etapa de alongamento a 72°C
por 10 min. Os fragmentos de PCR foram analisados em gel de agarose 1,4%
(m/v) apGs coloragdo com brometo de etidio.

Primers Sequéncia
P1 5-CTGTAGCAGCAGT(AGC)CCTGG(AGC)ATGGT-3’
P2 5-GGTTTACATC(AG)CG(AG)TG(AG)TG(AT)GCCTC-3’

42A0XF 5-GCDGCDGTBCCDGGVATGGT-3'
45A0XR 5-TCVCKRTGRTGHGCYTCRTC-3'

TABELA 1. SEQUENCIA DOS PRIMERS DA AOX UTILIZADOS NA

AMPLIFICACAO POR PCR
FONTE: O autor (2012).

5.14.3 Reacdes de clonagem

Os fragmentos gerados por PCR foram purificados usando o Kkit

Zymoclean gel DNA Recovery da Zymo Research e clonados em pGEM®-T
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Easy Vector System | (Promega, Madison, WI, EUA) (Figura 11). O produto foi
usado para transformar células competentes de Escherichia coli
JM109 (Promega, Madison WI, EUA). O DNA plasmidial de clones de bactérias
recombinantes foi extraido segundo o protocolo de lise alcalina (BIRNBOIM &
DOLY, 1979). Diferentes clones foram caracterizados usando as enzimas de

restricdo EcoRlI, HpyF3I e Alul (Fermentas, Ontario, Canada).

42A0XF
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I
I
I
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DNA = 431 pb
42A0XF e 45A0XR

+450pb

P1 P2
INTRON 1 INTRON 2 m_

FIGURA 10. DIFERENTES PRIMERS DESENHADOS PARA O GENE aox
FONTE: O autor (2012).

NOTA: Esquema representativo dos tamanhos esperados dos produtos de PCR e RT-PCR
utilizando os diferentes primers desenhados para o0 gene aox.

5.14.4 Andlise da sequéncia

Os clones selecionados foram sequenciados de ambas as extremidades
utilizando primers especificos (T7 e SP6) para o vetor. Buscas de sequéncias
homodlogas foram realizadas utilizando o banco de dados do NCBI
(National Center for Biotechnology Information) e realizadas através dos
algoritmos blastb e blastp (ALTSCHUL et al., 1990). Para o alinhamento entre
as sequéncias obtidas no presente trabalho e sequéncias homadlogas retiradas
do banco de dados utilizou-se o método ClustalW do programa BioEdit. Clones
bacterianos com elevada homologia com as sequéncias da AOX de plantas de

banco de dados foram traduzidas em proteinas utilizando o software
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EditSeq do pacote de bioinforméatica Lasergene 7 (Dnastar Inc., Madis n, WI,
EUA). O programa MEGA 3.1 foi utilizado para construcdo da arvore

filogenética.
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FIGURA 11. MAPA DO VETOR pGEM®-T EASY
FONTE: Retirado do manual do kit da Promega.

5.15 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos experimentos realizados com as preparacdes
mitocodriais foram expressos como média + desvio padrdo (média + dp) e
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey para a
comparacao. Foram considerados estatisticamente significativos os valores

comparados ao nivel de significancia p<0,05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 MORFOLOGIA DAS CELULAS EMBRIOGENICAS DE A. angustifolia

O aspecto macroscopico das células embriogénicas de A. angustifolia
cultivadas em meio semi-solido, pode ser observado na Figura 12 A. Como
descrito para estas culturas (ASTARITA & GUERRA, 1998; SANTOS et al.,
2002; SILVEIRA et al., 2002: STEINER et al., 2005), as células apresentaram-
se como agregados branco-translicidos, aspecto associado com a
competéncia para o desenvolvimento celular (GUERRA et al., 2000; SANTOS
et al.,, 2002 e 2010). Segundo alguns autores, o aspecto branco-translucido
serve como um controle de qualidade destas culturas e, por outro lado, a
presenca de aglomerados celulares de cor marrom estd associada com a
reducdo da capacidade proliferativa (GUERRA et al., 2000; SANTOS et al.,
2002 e 2010).

As analises microscOpicas mostraram dois principais tipos celulares
nestas culturas (Figura 12 B), as células embrionarias e as suspensoras. As
primeiras sdo reativas ao carmim acético e, portanto, coradas em vermelho,
sdo pequenas e com citoplasma denso. Ja as células suspensoras séo
alongadas e apresentam-se coradas em azul por serem permeaveis ao corante
azul de Evans. Durante a multiplicacdo, as células apresentam-se como
agregados (STEINER et al.,, 2005; SILVEIRA et al., 2006), sendo as
embrionarias associadas com a competéncia para o desenvolvimento celular
(ASTARITA & GUERRA, 2000; STEINER et al., 2005; SANTOS et al., 2010). O
aspecto microscoépico, tanto das células embrionarias como das suspensoras,
esta de acordo com o descrito na literatura (ASTARITA & GUERRA, 1998;
ASTARITA & GUERRA, 2000; SANTOS et al., 2002; STEINER et al., 2005;
SILVEIRA et al., 2006).

Sabe-se que altera¢cdes na morfologia destas células estdo associadas
com a morte celular (MAURER et al., 2010a) e também podem ocorrer devido a
variagbes na composicdo dos meios de cultura, como a fonte de carbono
(STEINER et al., 2005) e a presenca de fitorreguladores (SANTOS et al.,
2010).
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Células submetidas ao estresse pelo frio de 24h e 48h a 4°C também
foram analisadas por microscopia éptica e apresentaram aspectos morfologicos
pela coloracdo com azul de Evans e carmim acético semelhante ao grupo

controle (dados ndo mostrados).

6.2 EFEITO DO ESTRESSE PELO FRIO SOBRE A VIABILIDADE DAS
CELULAS EMBRIOGENICAS DE A. angustifolia

A determinacé@o da viabilidade celular é essencial para o monitoramento
das culturas celulares, pois, pode ser um indicativo do potencial proliferativo
destas e, ainda, evita a inclusdo de células mortas nos experimentos. No
entanto, para as células embriogénicas de A. angustifolia, os ensaios de
determinacao da viabilidade celular que utilizam métodos de contagem celular
sdo dificultados devidos a presenca de agregados, inviabilizando a
determinacao quantitativa confiavel deste parametro. Esta limitacdo foi descrita
também para outras culturas como da “Norway spruce” (Picea abies L. Karst)
(BOZHKOV et al., 2002). Devido a este fato, na maioria das vezes, opta-se por
métodos espectrofotométricos para avaliacdo da viabilidade celular. Neste
estudo, foram utilizados trés métodos para avaliar a viabilidade das células
controle e das células submetidas ao estresse pelo frio (24 h e 48 h a 4°C): o
corante azul de Evans (BAKER & MOCK, 1994; LEVINE et al.,, 1994;
BOZHKOQV et al., 2002), a combinacéo de FDA (diacetato de fluoresceina) e IP
(lodeto de propidio) (CHAVES et al., 2002; MAURER et al., 2010a) e a
reducdo do MTT (CASTRO-CONCHA et al., 2006; SILVA & MENENDEZ-
YUFFA, 2006).
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FIGURA 12. MORFOLOGIA DAS CELULAS EMBRIOGENICAS DE A.

angustifolia

FONTE: O autor (2012).

NOTA: A. Aspecto macroscopico das culturas de células embriogénicas de A. angustifolia
crescidas em meio de cultura semi-solido a 25 + 1°C (células controle). B. Aspecto
microscopico das células controle de A. angustifolia (14 dias), usando coloracdo dupla com
azul de Evans e carmim acético. Em vermelho: células embriondrias reativas ao carmim
acético. Em azul: células suspensoras permedveis ao corante azul de Evans (uma célula
suspensora isolada é mostrada no inserto). As condi¢des experimentais estdo descritas no item
5.4 de Materiais e Métodos. As imagens sdo representativas de trés experimentos
independentes.
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Na Figura 13 A, podemos observar os resultados dos experimentos de
viabilidade utilizando o corante azul de Evans, que € naturalmente permeante
as células suspensoras viaveis (Figura 12 B). No entanto, este corante permeia
apenas células embrionarias inviaveis. Assim, este método avalia somente a
viabilidade destas ultimas. Como controle positivo de células inviaveis, utilizou-
se células tratadas por fervura/congelamento (fervidas por 5 minutos a 100°C e
congeladas em nitrogénio liquido -196°C, ciclo de 3 vezes). Observa-se na
Figura 13 A que o estresse pelo frio ndo alterou a viabilidade das células
embrionarias, quando comparadas ao controle (sem estresse). Ainda na
mesma figura, a pequena diferenca observada entre as absorbancias entre
grupos controle (células cultivadas a 25 + 1°C) e controle positivo ocorre devido
a permeabilidade natural das células suspensoras vidveis ao corante, como
mencionado anteriormente. Esta permeabilidade natural das células
suspensoras também foi descrita para outras espécies, como “Norway spruce”
(Picea abies L. Karst) (FILONOVA et al., 2000a,b).

Embora os resultados da viabilidade utilizando o corante azul de Evans
sugiram o ndo compromentimento da viabilidade destas células pelo estresse
pelo frio, o fato de avaliar apenas as células embrionarias, torna este método
limitado. Portanto, para confirmar este resultado e, ainda, para evitar erros de
interpretacdo, a viabilidade de ambos os tipos celulares presentes nas culturas
foi determinada utilizando a sonda fluorescente FDA em combinacdo com IP. A
caracteristica apolar do FDA permite sua entrada nas células vidveis e sua
hidrolise por esterases enddgenas libera a fluoresceina, que fica retida no
interior das células, emitindo fluorescéncia de cor verde (EDIDIN, 1970; JONES
& SENFT, 1985; HUANG et al., 1986; McCABE & LEAVER, 2000). Em
contraste, o IP é permeavel apenas as células que apresentam danos em sua
membrana, como células mortas ou que estdo em vias de morte, intercalando-
se com o DNA e emitindo um sinal de fluorescéncia vermelha (EDIDIN, 1970;
JONES & SENFT, 1985; HUANG et al., 1986). A Figura 13 B mostra que nao
houve diferenca significativa entre o controle e as células estressadas (24 h ou
48 h), para ambas as sondas, uma vez que as cores verde e vermelho, que
identificam as células viaveis e néo viaveis, respectivamente, estdo igualmente

distribuidas em todas as imagens.
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FIGURA 13. EFEITO DO ESTRESSE PELO FRIO SOBRE A VIABILIDADE

DE CELULAS EMBRIOGENICAS DE A. angustifolia

FONTE: O autor (2012).

NOTA: A. Viabilidade celular avaliada pelo corante azul de Evans 0,05% (m/v). B. Viabilidade
celular avaliada com a FDA e IP. Painéis, da esquerda para a direita: microscopia de contraste
de fase, microscopia de fluorescéncia para FDA e IP, utilizando os filtros de excitacao verde e
vermelho, respectivamente. C. Viabilidade celular avaliada por MTT. Controle positivo: células
submetidas a ciclos de fervura/congelamento; controle: células sem estresse (25 + 1°C);
estresse pelo frio (4 £ 1°C) por 24 h e 48 h, respectivamente. As condi¢cdes experimentais sdo
descritas no iten 5.5 de Materiais e Métodos. Em A e C os valores correspondem a média + dp
de 3 experimentos independentes em quadruplicatas. Valores significativamente diferentes do
controle positivo ***p<0,001.
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Embora os resultados dos ensaios de viabilidade utilizando FDA e IP
estejam de acordo com o0s ensaios com azul de Evans, sugerindo que o0
estresse pelo frio ndo foi capaz de diminuir a viabilidade celular, foram também
realizados ensaios com MTT, com o objetivo de verificar a viabilidade celular
por outro método quantitativo de células metabolicamente viaveis. Neste
ensaio, o MTT é reduzido a formazan por desidrogenases mitocondriais apenas
em células viaveis, com mitocondrias funcionais (SILVA & MENENDEZ-
YUFFA, 2006; TISSERAT & MANTHEY, 1996). Células rompidas por um
tratamento de fervura/congelamento, como descrito no ensaio com azul de
Evans, foram utilizadas como controle positivo de morte celular. A Figura 13 C
também mostra que o estresse pelo frio ndo promoveu alteracdes significativas
na viabiliade celular, quando comparado com o grupo controle (sem estresse).

Desta forma, trés diferentes métodos garantiram que a exposicdo da
cultura de células embriogénicas a baixas temperaturas (4°C por 24 h ou 48 h)
nao alterou a viabilidade destas células. Estes resultados asseguraram que 0S
possiveis efeitos em mitocdndrias isoladas ndo seriam consequéncia do

comprometimento, ou mesmo da morte celular.

6.3 EFEITO DO ESTRESSE PELO FRIO SOBRE A ATIVIDADE DA PUMP E
DA AOX

A PUMP é uma proteina integral de membrana que dissipa o gradiente
eletroquimico de prétons impedindo, assim, a sintese de ATP (VERCESI et al.,
1995; LALOI et al., 1997). E ativada por AG livres como o AL e é inibida por
BSA e nucleotideos de adenina ou guanina como o ATP, ADP, GTP e GDP
(VERCESI et al., 2006).

Na Figura 14 sado mostrados tracados demonstrativos nos quais a
atividade da PUMP de mitocéndrias de células de A. angustifolia, submetidas
ou nao ao estresse pelo frio, foi estimada pelo consumo de oxigénio. O tracado
A corresponde ao experimento controle (células ndo submetidas ao estresse) e
os tracados B e C aos realizados com mitocondrias isoladas de células

submetidas a 4 + 1°C por, 24 h e 48 h, respectivamente. Nestes experimentos
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0 meio de reacdao foi suplementado com propranolol para inibir o canal aniénico
de plantas, SHAM para inibir a AOX, atractilosideo que inibe o translocador
ATP/ADP e oligomicina que inibe a ATPsintase (BEAVIS & VERCESI, 1992;
VANLERBERGHE & McINTOSH, 1992; MARTINS et al., 1993; MILLAR et al.,
1996).

Observa-se que a adicdo de AL, um reconhecido estimulador da UCP
em animais e plantas (NANTES et al., 1999; PASTORE et al., 2000; VERCESI
et al., 2006), promove um aumento da respiragdo mitocondrial, tanto no
controle como na situagao de estresse pelo frio (Figura 14 A-C). O consumo de
oxigénio foi inibido, em ambos os casos, pela adicdo de BSA e ATP,
conhecidos inibidores da PUMP (VERCESI et al., 2006). Além disso, a adicéo
do proton6foro FCCP promoveu um aumento da velocidade do consumo de
oxigénio, como esperado (Figura 14 A). A atividade da PUMP foi estimada
através da diferenca entre as velocidades do consumo de oxigénio ap0s seu
estimulo por AL e, ap0s sua inibicdo, pela adicdo de BSA mais ATP, segundo
Calegario e colaboradores (2003), como descrito a seguir. Para o controle
(Figura 14 A), a velocidade de consumo de oxigénio apds a adicdo de AL foi de
37,86 nmol de oxigénio min".mg™ de proteina (inclinacdo 2) e, ap6s a adicéo
de BSA e ATP, foi de 22,27 nmol de oxigénio min*.mg™ de proteina (inclinacéo
4). A atividade da PUMP correspondente a 15,59 nmol de oxigénio consumido
mint.mg? de proteina, foi calculada pela subtracdo dos valores
correspondentes a inclinagdo 2 dos valores da inclinagéo 4 e, foi considerada
como 100% de atividade da proteina. O mesmo calculo foi realizado para
mitocondrias isoladas de células submetidas ao estresse pelo frio por 24 h
(Figura 14 B). Do consumo de oxigénio correspondente a adi¢cdo do AL (49,73
nmol de oxigénio min™.mg™ de proteina - inclinacdo 2) foi subtraido o valor
correspondente apés a inibicdo da PUMP pela adicdo de BSA e ATP (27,13
nmol de oxigénio mint.mg™* de proteina). Assim, a atividade de PUMP foi de
22,6 nmol de oxigénio consumido por minuto por miligrama de proteina, o que
representa um aumento de ~45% na atividade desta proteina nas condi¢des de

estresse pelo frio (4°C por 24 h) em relacéo ao controle.
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FIGURA 14. EFEITO DO ESTRESSE PELO FRIO SOBRE A ATIVIDADE DA

PUMP — ENSAIOS DE CONSUMO DE OXIGENIO

FONTE: O autor (2012).

NOTA: A. Controle sem estresse (25 + 1°C). B e C. Estresse pelo frio (4 £ 1°C) por 24 h e 48 h,
respectivamente. A suspensdo mitocondrial (0.5 mg.mL™) foi adicionada ao meio de reacédo
padrdo (item 5.9 de Materiais e Métodos), sem BSA, suplementado com oligomicina 2,5
ug.mg‘1 de proteina, atractilosideo 20 umoI.L_l, propranolol 300 pmoI.L_l, SHAM 3 mmol.L™" e
MgCl, 1 mmol.L™". A reacdo foi iniciada pela adicdo dos substratos malato 10 mmol.L™" e
glutamato 10 mmol.L™". Outras adicoes foram: acido linoleico (AL) 10 umoI.L_l, BSA 0,1 g%
(m/v), ATP 1 mmol.L™" e FCCP 1 umoI.L_l, como indicado na figura. A figura é representativa
de 4 experimentos independentes realizados em ftriplicatas. O numero entre parénteses
corresponde as velocidades de consumo de oxigénio expressas em nmol Oz.min'l.mg'l de
proteina mitocondrial.
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Estes calculos também foram realizados para o0s experimentos
correspondentes ao estresse pelo frio de 48 h (Figura 14 C), e a atividade da
PUMP aumentou em ~40% quando comparada as mitocondrias obtidas das
células controle.

Nos resultados apresentados na Figura 14, chama a atencéo o fato de
que, embora o AL tenha sido capaz de ativar a PUMP, a velocidade do
consumo de oxigénio apds a adicdo do AG foi menor em comparacdo a
descrita anteriormente por Mariano e colaboradores (2008), em células nao
submetidas ao estresse e nas mesmas condi¢cdes experimentais. Além disso,
observou-se que mitocondrias isoladas na presenca ou auséncia de BSA,
apresentavam niveis similares de atividade da PUMP, na auséncia de AL
(dados ndo mostrados), para células submetidas ou ndo ao estresse pelo frio.
Estas observacdes sugerem que a PUMP ja estaria ativada, em certo grau, nas
células ndo submetidas ao estresse (controle). Esta ativacdo estaria associada
ao tempo de manutencdo das culturas, necesséario para a conclusdo dos
experimentos, que foi de aproximadamente um ano. Esta observacdo devera
ser levada em consideracdo em estudos posteriores utilizando este modelo
experimental. Ainda neste contexto, Nantes e colaboradores (1999) mostraram
que a PUMP, em mitocdndrias de tubérculo de batata, é induzida pelo
envelhecimento a 28°C durante 7 dias, e que esta inducdo foi ainda mais
estimulada quando os tubérculos foram armazenados a baixas temperaturas
(4°C) durante o mesmo periodo de tempo.

A atividade da PUMP também foi determinada através da medida do
potencial elétrico de membrana (Ay), utilizando safranina O, nas mesmas
condicbes experimentais descritas para 0os ensaios de consumo de oxigénio.
Em mitocbndrias ndo energizadas, a safranina, que possui carga positiva,
distribui-se nos dois lados da membrana mitocondrial interna. Com a formacéo
do potencial de membrana, este corante desloca-se preferencialmente do
espaco intermembranas para a matriz mitocondrial, interagindo com os sitios
anibnicos, formando palicadas. Este fendbmeno pode ser acompanhado pela
alteracdo da fluorescéncia da safranina O, permitindo estabelecer uma relacéo

entre o valor de Ay, resultante da energizacdo da organela, e a variacdo da
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fluorescéncia, resultante da ligacdo das moléculas de safranina no interior da
mitocondria (AKERMAN & WIKSTROM, 1976).

Os experimentos de consumo de oxigénio (Figura 14) demonstram a
ativacdo da PUMP ap6s a adicdo de AL. Esta ativacdo pode comprometer a
formacao e/ou manutencéo do Ay. A Figura 15 mostra a formagéo do potencial
de membrana (Ay) a partir de mitocondrias energizadas com malato/glutamato.
Nestes experimentos, a adicdo de AL promoveu uma diminuigdo do potencial
de membrana nas mitocondrias de células submetidas ou néo ao estresse. No
entanto, este efeito foi maior em mitocondrias de células submetidas ao
estresse pelo frio de 24 h em relagdo a 48 h, quando comparados aos
respectivos controles. Nos ensaios de consumo de oxigénio (Figura 14), a
inibicdo adicional da PUMP por ATP (adicionado apés BSA) foi de
aproximadamente 6% e 12% para as condicbes controle e estresse,
respectivamente. Esta discreta inibicdo da proteina por ATP néo foi observada
nos ensaios de potencial de membrana, quando as adicdes de BSA e ATP
foram realizadas de forma independente (dados ndo mostrados). Assim, estes
inibidores foram adicionados simultaneamente. Como visto na Figura 15 A, os
inibidores da PUMP restauraram o Ay da mitocondria de células estressadas
pelo frio por 24 h a valores iguais aos das células controle.

Em mitocéndrias de células sujeitas ao estresse pelo frio durante 48 h, o
Avy inicial (ap6s a adicdo de substrato oxidavel) foi menor em comparagdo ao
controle (Figura 15 B). No entanto, o potencial de membrana foi restaurado
para um nivel mais elevado apés a adicdo de BSA e ATP nestas mitocondrias,
em comparacdo com o controle. Estes resultados indicam que a PUMP ja
estava parcialmente ativada nestas preparacdes mesmo antes da adicdo de
AL. A adicdo de FCCP, um desacoplador classico da fosforilagdo oxidativa,

causou o colapso do potencial de membrana, o que era esperado (Figura 15).
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FIGURA 15. EFEITO DO ESTRESSE PELO FRIO SOBRE A ATIVIDADE DA
PUMP — ENSAIOS DE POTENCIAL DE MEMBRANA (Avy)

FONTE: O autor (2012).

NOTA: A. Mitocondrias submetidas ao estresse pelo frio 24 h (4 £ 1°C) e seu respectivo
controle (25 + 1°C). B. Mitocondrias submetidas ao estresse de 48 h (4 + 1°C) e seu respectivo
controle (25 + 1°C). A suspensdo mitocondrial (0.3 mg.mL"l) foi adicionada ao meio de reacdo
padrdo (item 5.10 de Materiais e Métodos), sem BSA e suplementado com oligomicina 2,5
pg.mg™* de proteina, atractilosideo 20 pmol.L™*, propranolol 300 umol.L™, SHAM 3 mmol.L™" e
MgCl, 1 mmol.L™. A reacéo foi iniciada pela adi¢cido dos substratos malato 10 mmol.L™" e
glutamato 10 mmol.L™". Outras adi¢des foram: acido linoleico (AL) 10 pmol.L™, BSA 0,1 g%
(miv), ATP 1 mmol.L™" e FCCP 1 pmoI.L_l como indicado na figura. A figura é representativa de
4 experimentos independentes realizados em triplicatas.



72

Com base nos resultados dos experimentos de consumo de oxigénio e
do potencial de membrana € possivel sugerir que o estresse pelo frio promove
um aumento da atividade da PUMP. Esta resposta é descrita para outras
espécies submetidas a baixas temperaturas e pode estar relacionada ao
mecanismo de defesa destas plantas a este tipo de estresse (NANTES et al.,
1999; CALEGARIO et al.,, 2003; PINHEIRO et al.,, 2004). Neste sentido,
Calegario e colaboradores (2003) mostraram 0 aumento na expressdo e
atividade PUMP em mitocondrias de tubérculos de batata (Solanum tuberosum,
L. var. Bintje) submetidos ao estresse pelo frio (5 £ 1°C), porém, o tempo de
estresse foi maior, de 10 dias.

Ainda, no presente estudo, a maior atividade da PUMP sob condi¢des de
estresse pelo frio é compativel com 0 aumento de sua expressao, descrita por
Valente e colaboradores (2012). Os autores, avaliaram a expresséo da proteina
nas mesmas condicbes experimentais, utilizando anticorpo priméario de
Arabidopsis thaliana (AtPUMP) e demonstraram um aumento da expresséo da
proteina em ~40% e ~150% para o estresse de 24 h e 48 h, respectivamente.
Destaca-se o fato de que a maior expressao da PUMP tenha ocorrido em 48 h,
mas aumentos em sua atividade foram muito similiares nos tempos de estresse
de 24 h e 48 h (Figuras 14 e 15). Para interpretar estes resultados é importante
considerar que além da PUMP, a planta dispde de outros mecanismos de
defesa em resposta ao estresse, particularmente se este induz a um
desequilibrio no estado redox celular, frequentemente associado a exposicéo a
baixas temperaturas (KUK et al., 2003; PINHEIRO et al., 2004; WANG et al.,
2011). Neste caso, podem ocorrer alteracdes também na atividade/expressao
da AOX e/ou das enzimas antioxidantes. Alteragcdes nas atividades destas
proteinas serdo abordadas a seguir.

Mariano e colaboradores (2008) e Valente (2007) demonstraram a
presenca da AOX em mitocondrias isoladas de A. angustifolia em experimentos
de consumo de O, utilizando succinato, NADH e malato/glutamato como
substratos oxidaveis. No presente estudo, a atividade da AOX foi avaliada em
mitocondrias isoladas de células submetidas ao estresse pelo frio no intuito de
evidenciar um possivel aumento da atividade desta enzima, que tem sido
relacionada com a protecao contra ROS (PURVIS, 1997; MAXWELL et al.,
1999; M@LLER, 2001).
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A Figura 16 mostra tracados demonstrativos de consumo de oxigénio, no
qual a atividade da AOX foi determinada em mitocondrias de A. angustifolia
submetidas ao estresse pelo frio durante 24 h e 48 h a 4°C, utilizando malato e
glutamato como substratos oxidaveis. Para promover a atividade enzimética
maxima, o meio de reacdo foi suplementado com o0s seguintes aditivos:
propranolol (inibidor do canal anidbnico de plantas), DTT e piruvato
(estimuladores da AOX), atractilosideo (inibidor do translocador ADP/ATP),
oligomicina (inibidor da ATPsintase), e ATP e BSA (inibidores da PUMP)
(BEAVIS & VERCESI, 1992; MARTINS et al.,, 1993; WAGNER et al., 1995;
VERCESI et al., 2006). Observa-se que a adicdo de cianeto (CN) inibiu a
respiracdo mediada pelos complexos Il e IV, permanecendo somente o
consumo de oxigénio decorrente da atividade da AOX (Figura 16). Este
consumo foi quase completamente inibido pela adicdo de SHAM, um inibidor
da enzima (VANLERBERGHE & McINTOSH, 1992; MILLAR et al., 1996). Em
mitocondrias obtidas de células ndo submetidas ao estresse, a atividade da
AOX foi similar a de mitocondrias de células submetidas ao estresse, em torno
de ~30% da respiracéo total.

Os resultados deste estudo mostram o aumento da atividade da PUMP
em resposta ao estresse pelo frio, enquanto uma estimulacdo significativa da
AOX néao foi observada. Diferentemente, Calegario e colaboradores (2003)
mostraram que mitocdndrias de tubérculos de batata (Solanum tuberosum, L.
var. Bintje) submetidos ao estresse pelo frio por um periodo mais longo (5 +
1°C durante 10 dias) exibem um aumento da expressao e da atividade da
PUMP, bem como a ativacdo da AOX. A atividade diferencial destas proteinas
pode ser associada com as fases de desenvolvimento da planta. Por exemplo,
em mitocondrias de tomate verde (Lycopersicon esculentum) a atividade da
AOX diminuiu durante as fases iniciais de crescimento, quando os niveis de AL
estdo aumentados e, a atividade da PUMP diminuiu durante a fase final de
maturagdo, quando estes niveis estdo diminuidos (SLUSE et al., 1998; SLUSE
& JARMUSZKIEWICZ, 2000). Assim, um aumento nos niveis de AL durante a
propagacdo das células de A. angustifolia ndo pode ser descartado, o que
explicaria o efeito menos pronunciado do BSA no meio de isolamento das

mitocondrias (dados ndo mostrados).
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FIGURA 16. EFEITO DO ESTRESSE PELO FRIO SOBRE A ATIVIDADE DA

AOX — ENSAIOS DE CONSUMO DE OXIGENIO

FONTE: O autor (2012).

NOTA: A. Controle sem estresse (25 + 1°C). B e C. Estresse pelo frio (4 £ 1°C) por 24 he 48 h
respectivamente A suspensdo mitocondrial (0.5 mg.mL" ) foi adicionada ao meio de reagao
padrdo (item 5.9 de Materiais e Metodos) suplementado com oligomicina 25 Hg. mg de
protelna atractilosideo 20 pmol. L™ propranolol 300 pmol. L™, DTT 1 mmol.L™", Piruvato 0,1
mmol.L™", BSA 0,5 g% (m/v) e MgCl, 1 mmol. L™ A reacdo foi iniciada pela adicdo dos
substratos malato 10 mmol.L™ e glutamato 10 mmol. L™. Outras adi¢cbes foram: CN 1 mmol. L™
e SHAM 1 mmol.L™ como indicado na figura. A figura é representativa de 4 experimentos
independentes realizados em triplicatas. O nuUmero entre paréntese corresponde as
velocidades de consumo de O, expressas em nmol Oz.min'l.mg'1 de proteina mitocondrial.



75

Alteracdes diferenciais na atividade da AOX e PUMP nao sao exclusivas
da A. angustifolia. No trigo durum (Triticum durum), por exemplo, durante o
estresse oxidativo induzido na resposta ao déficit hidrico, H,O, e Oy
promovem um efeito similar ao observado para o estresse pelo frio aqui
obervado, ocasionando um aumento da atividade da PUMP e nenhuma ou
pouca alteracdo sobre a atividade da AOX (PASTORE et al., 2007). Gonzalez-
Meler e colaboradores (1999) demonstraram que na soja (Glycine max L. cv
Ransom) o estresse pelo frio (14°C) também n&o promoveu aumentos
significativos na atividade da AOX, resultado similar ao obtido no presente
estudo. Estes autores ndo avaliaram a atividade da PUMP. J4 em Arabidopsis
(MAIA et al., 1998), tubérculos de batata (Solanum tuberosum) (LALOI et al.,
1997) e “skunk cabbage” ou repolho de gamba (Symplocarpus foetidus) (ITO,
1999), o estresse pelo frio (4°C) promoveu um aumento da atividade PUMP,
porém, a atividade da AOX ndao foi determinada.

Ainda, ao considerar que 0 estresse por baixas temperaturas promove o
aumento da producdo de ROS e que a PUMP desempenha um papel crucial na
protecdo contra estas espécies (KOWALTOWSKI et al., 1998; CALEGARIO et
al., 2003; MURPHY et al., 2003; CONSIDINE et al., 2003; SMITH et al., 2004,
VERCESI et al.,, 2006), os resultados obtidos neste estudo sugerem que 0
aumento da atividade desta proteina pode estar envolvido em um mecanismo
de protecdo para evitar danos por ROS nas células A. angustifolia.

InvestigacBes adicionais serdo necessarias para compreender
o significado e o papel dos sistemas dissipadores de energia (PUMP e AOX)

nas diferentes condicdes de estresse e em diferentes plantas.

6.4 EFEITO DO ESTRESSE PELO FRIO NA ATIVIDADE DE ENZIMAS
ANTIOXIDANTES

Os resultados apresentados mostraram a ativacdo da PUMP em
resposta ao estresse pelo frio, possivelmente associado ao aumento dos niveis
de ROS. Desta forma, tornou-se importante avaliar também a atividade das
enzimas antioxidantes, particularmente a catalase, MnSOD, APX e GR em

mitocondrias isoladas. Nestes ensaios, as preparagfes mitocondriais foram
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submetidas a uma etapa de purificacdo em gradiente de Percoll® para evitar a
presenca de enzimas provenientes de outros compartimentos celulares, como
peroxissomos, cloroplastos e citosol (MILLAR et al., 2001). Sabe-se que
algumas isoformas destas enzimas estdo presentes nestes compartimentos,
como as da catalase, SOD, APX e GR (BOWLER et al., 1992; SCANDALIOS,
1993; NOCTOR & FOYER, 1998; DUTILLEUL et al., 2003; MITTLER et al.,
2004; GECHEV et al., 2006; M@LLER et al., 2007). E importante lembrar que
os resultados descritos a seguir foram obtidos a partir de mitocondrias isoladas
de células embriogénicas de A. angustifolia metabolicamente viaveis, como

assegurado pelos resultados dos experimentos de viabilidade (Figura 13).

6.4.1 Catalase (CAT)

A catalase possui um papel importante na protecdo contra o estresse
oxidativo por remover o excesso de H,O, (MITTLER, 2002; APEL & HIRT,
2004). O acumulo de H,O, pode levar a formacao do "OH e este, por sua vez, a
peroxidacao lipidica. Ainda, o H,O, esta envolvido com a abertura do poro de
transicdo de permeabilidade (TPM), relacionado aos processos de inducdo de
morte celular (TAI & LENTINI, 1998; KOWALTOWSKI & VERCESI, 1999;
MOZLLER & KRISTENSEN, 2004; RHOADS et al., 2006).

Para avaliar o efeito do estresse pelo frio sobre a atividade da catalase,
foram realizados experimentos com a mitocondria integra e purificada. O
estresse pelo frio de 24 h a 4°C promoveu um aumento na atividade da
catalase em ~32%, em relacdo ao controle (Figura 17). No entanto, no maior
tempo, de 48 h, a atividade da enzima foi reduzida em ~57% (Figura 17). Um
aumento na atividade da catalase também foi descrito por Pinheiro e
colaboradores (2004), em mitocondrias isoladas de tubérculo de batata
(Solanum tuberosum L. cv. Binje) submetidas ao estresse pelo frio de 4°C,
porém, mais acentuado quando o estresse foi de cinco e dez dias. Os autores
verificaram também o aumento na atividade da PUMP e AOX nas mesmas
condi¢cbes, sugerindo que estas proteinas teriam um importante papel na

resposta ao estresse oxidativo, resultante da diminuicdo da temperatura. No
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entanto, ao contrario do presente estudo, ndo foram feitas determinacdes dos
niveis de ROS. Ainda, ap6s 24 h de estresse pelo frio, Pinheiro e
colaboradores néo evidenciaram diferenga significativa na atividade da AOX,
mas pequenos incrementos na atividade da PUMP e catalase foram
observados, resultados semelhantes a este estudo.

Os resultados apresentados na Figura 17, podem também ser
interpretados em relagdo a aclimatagédo da planta. Sabe-se que, durante o
inicio da aclimatacédo, em algumas espécies, ocorre um aumento da atividade
da catalase para evitar que o H»,O, acumule-se causando danos celulares. Por
outro lado, niveis diminuidos desta enzima podem estar relacionados com a
tolerancia ao estresse pelo frio (PRASAD et al., 1994; THOMASHOW, 1999).
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FIGURA 17. EFEITO DO ESTRESSE PELO FRIO SOBRE A ATIVIDADE DA

CATALASE

FONTE: O autor (2012).

NOTA: Sistema de reacdo: tampao fosfato 50 mmol.L™, pH 7, H,0, 10 mmol.L™ e 100 pg
proteina.mL™ a 25°C. A reacdo foi iniciada pela adicdo de H,O, e acompanhada a 240 nm
durante 120 segundos nas condi¢des indicadas. Controle: mitocéndrias isoladas de células
cultivadas a 25 + 1°C. Nas condi¢Bes de estresse as células foram cultivadas a 4 + 1°C,
durante 24 h e 48 h. Os valores estao expressos em unidade de atividade (U), sendo que 1U
corresponde a 1 ymol de H,0, decomposto (mg proteina.min™) considerando o coeficiente de
extingdo molar do peréxido de 0,394 mmol™.L.cm™. Os valores correspondem a média + dp de
3 experimentos independentes em quadruplicata. Valores significativamente diferentes do
controle **p<0,01 e ***p<0,001.
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6.4.2 Superoéxido dismutase (MNnSOD)

As superdxido dismutases sdo metaloproteinas que promovem a
dismutacdo do O, em H,0, e O, (BOWLER et al., 1992). Existem em
diferentes isoformas: CuZnSOD que séo localizadas no cloroplasto, citosol e
peroxissomos; MnSOD encontrada nas mitocondrias e a FeSOD presente
somente nos cloroplastos (BOWLER et al., 1992; MITTLER et al., 2004).

A atividade da MnSOD mitocondrial foi determinada em mitocondrias
purificadas e rompidas por ciclos de congelamento e descongelamento
(MZLLER, 2001). A determinacdo foi feita através da autooxidagdo da
epinefrina em pH 10,2, gerando O, que, por sua vez, ativa a reacdo de
autooxidacdo. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de
proteina capaz de inibir em 50% a atividade da enzima e os resultados
expressos em relagao ao controle (100%).

Observa-se na Figura 18 que nao houve diferenca significativa na
atividade da SOD em mitocondrias provenientes das células submetidas ao
estresse pelo frio de 24 h e 48 h a 4°C, em relacdo ao controle. Estes
resultados estédo de acordo com Lu e colaboradores (2007), que demonstraram
gue o estresse pelo frio de 5°C por 4 dias ndo promoveu diferenca significativa
na atividade da SOD em células de folhas da erva crofton (Eupatorium
adenophorum), em comparacao ao controle (25°C). No entanto, o fato de que
nao se tenha observado alteracdes na atividade da MnSOD néo significa que
isto ndo ocorra para as isoformas da enzima presentes em outros
compartimentos celulares (PRASAD et al., 1994; NOCTOR & FOYER, 1998).
Neste sentido, Palma e colaboradores (2006) estudaram a atividade da SOD
em diferentes organelas celulares como cloroplastos, mitocondrias e
peroxissomos de nddulos de plantas de ervilhas (Pisum sativum L.) submetidas
aos estresse por senescéncia (12 semanas de crescimento). Em cloroplastos a
SOD diminuiu ~57% em relagdo ao controle, j& em peroxissomos o padrao
oposto foi observado. Nesta organela a atividade da SOD foi aumentada em
~310% em relacdo ao controle. Em contraste, Nao foram observadas
diferencas significativas para a SOD mitocondrial em relac&o ao controle.
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FIGURA 18. EFEITO DO ESTRESSE PELO FRIO SOBRE A ATIVIDADE DA

MnSOD

FONTE: O autor (2012).

NOTA: Sistema de reacdo: tamp&o carbonato 50 mmol.L™, pH 10,2, epinefrina 1 mmol.L™,
EDTA 0,1 mmol.L" e proteina mitocondrial em quantidade adequada em um volume final de 1
mL a 30°C. A reagéo foi iniciada pela adi¢do de epiniefrina e acompanhada a 480 nm durante
120 segundos nas condig¢8es indicadas. Controle: mitocdndrias isoladas de células cultivadas a
25 + 1°C. Nas condi¢Bes de estresse as células foram cultivadas a 4 + 1°C, durante 24h e 48h.
Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de proteina capaz de inibir em 50% a
atividade da enzima. Os resultados foram expressos em relacdo ao controle, sendo o controle
definido como 100% de atividade (1 unidade de SOD). Os valores correspondem a média + dp
de 3 experimentos independentes em quadruplicata.
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6.4.3 Ascorbato peroxidase (APX)

Para avaliar o efeito do estresse pelo frio sobre a atividade da APX,
foram realizados experimentos com mitocondrias purificadas e permeabilizadas
com 0,01% (v/v) de Triton X-100. Observa-se na Figura 19 que ndo houve
diferenca significativa na atividade da APX em mitocondrias provenientes das
células submetidas ao estresse pelo frio de 24 h e 48 h, em relagéo as células
controle. Resultado semelhante foi descrito para mitocéndrias de tubérculos de
batata (Solanum tuberosum L. cv. Binje) (PINHEIRO et al., 2004) apds estresse
de 4°C por 24 h. A auséncia de efeitos do estresse pelo frio sobre a APX, pode
estar relacionada as caracteristicas desta enzima. Sabe-se que tanto a APX,
como a catalase sdo fundamentais na remocédo do H,O,. No entanto, estas
enzimas atuam de forma diferenciada. Sugere-se que a catalase seja
responsavel pela remocao do excesso de ROS durante o estresse (MITTLER,
2002), o que € compativel com o resultado da Figura 17, que mostra a ativacao
da enzima no estresse de 24 h. Portanto, é possivel sugerir que a maior
atividade da catalase foi capaz de diminuir os niveis de H,O, de forma a néo
promover a ativacado da APX nesta condicao (Figura 19). No entanto, 0 mesmo
raciocinio ndo explica a falta de ativacdo desta enzima apds 48 h de estresse,

situacdo na qual a atividade da catalase estava reduzida (Figura 18).
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FIGURA 19. EFEITO DO ESTRESSE PELO FRIO SOBRE A ATIVIDADE DA

ASCORBATO PEROXIDASE

FONTE: O autor (2012).

NOTA: Sistema de reacdo: tampéo fosfato 50 mmol.L™, pH 7, ascorbato 22 pmoI.L'l, H,0, 30
umol.L", e 100 pg proteina.mL™ a 25°C. A reacdo foi iniciada pela adicdo de H,O, e
acompanhada a 290 nm durante 120 segundos nas condi¢cdes indicadas. Controle:
mitocdndrias isoladas de células cultivadas a 25 + 1°C. Nas condi¢Bes de estresse as células
foram cultivadas a 4 + 1°C, durante 24 h e 48 h. Os valores estdo expressos em unidade de
atividade (U), sendo que 1U corresponde a 1 nmol de ascorbato oxidado (mg proteina.min™)
considerando o coeficiente de extingdo molar do ascobarto de 2.8 mmol™*.L.cm™. Os valores
correspondem a média + dp de 3 experimentos independentes em quadruplicata.
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6.4.4 Glutationa Redutase (GR)

A glutationa redutase desempenha um importante papel no sistema de
defesa de plantas contra ROS. Esta enzima localiza-se predominantemente em
cloroplastos, mas pequena quantidade também tem sido encontrada nas
mitocondrias e citosol. A GR catalisa a reducdo de GSSG a GSH utilizando
NAD(P)H como agente redutor (Figura 7) (NOCTOR & FOYER, 1998; APEL &
HIRT, 2004).

Neste ensaio foram utilizadas suspensdes de mitocondrias purificadas e
permeabilizadas pela adicdo de deoxicolato 0,5% (m/v). Para avaliar a
atividade da GR, acompanhou-se o consumo de NAD(P)H em 340 nm na
presenca de glutationa oxidada (GSSG).

A atividade da GR foi diminuida em aproximandamente 15% no estresse
pelo frio de 24 h e 48 h (Figura 20). Resultado similar foi descritor por Fadzillah
e colaboradores (1996), que avaliaram o efeito do estresse pelo frio a 4°C em
culturas de brotos de arroz (Oryza sativa) sobre parametros relacionados ao
estresse oxidativo, entre estes a atividade da GR. Os autores observaram uma
diminuicdo da atividade da enzima em funcédo do tempo de exposicao ao frio,
sendo a menor atividade observada em 8 dias.

Em relacdo a GR (Figura 20), cabe ressaltar que sua inibicdo promoveria
efeitos mais significativos “in vivo”. Isto por que o bom funcionamento da
enzima garante niveis adequados de GHS para formacdo de ascorbato pela
DHAR. Por sua vez, o ascorbato é substrato da APX, que também poderia ser
afetada (Figura 7). Por outro lado, estudos sobre a distribuicdo celular da GR,
realizados em folhas de ervilha (Pisum sativum L.), evidenciaram que a
atividade desta enzima na mitocéndria € corresponde somente a 3% do total,
sendo o restante identificado no citosol (20%) e cloroplasto (77%) (EDWARDS
et al.,, 1990). Portanto, se isto for verdadeiro também para as células de A.
angustifolia, a menor atividade da GR mitocondrial poderia ser compensada
pelas demais isoformas e nenhum dano celular ocorreria (NOCTOR & FOYER,
1998).
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Atividade da GR (U)

FIGURA 20. EFEITO DO ESTRESSE PELO FRIO SOBRE A ATIVIDADE DA

GLUTATIONA REDUTASE

FONTE: O autor (2012).

NOTA: Sistema de rea¢do: tampéao fosfato 100 mmol.L ", pH 7, EDTA 1 mmol.L?, GSSG 0,66
mmol.L™*, NADPH 0,075 mmol.L"* e 500 pg proteina.mL™ a 25°C. A reacdo foi iniciada pela
adicdo de GSSG e acompanhada a 340 nm durante 300 segundos nas condi¢des indicadas.
Controle: mitocéndrias isoladas de células cultivadas a 25 + 1°C. Nas condi¢Bes de estresse as
células foram cultivadas a 4 + 1°C, durante 24 h e 48 h. Os valores estdo expressos em
unidade de atividade (U), sendo que 1U corresponde a 1 nmol de NADPH consumido (m9
proteina.min'l) considerando o coeficiente de extingdo molar do NADPH de 6220 mol™*.L.cm™.
Os valores correspondem a média + dp de 3 experimentos independentes em quadruplicata.
Valores significativamente diferentes do controle *p<0,05.
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Nas células, a extensdo do estresse oxidativo € determinada pelas
guantidades de *OH, O, e H,0,, relacionadas diretamente ao equilibrio das
atividades da SOD, APX, GR. Altera¢gfes na atividade destas enzimas induzem
mecanismos compensatoérios. Por exemplo, quando a atividade da catalase é
reduzida em plantas, as enzimas APX e GPX sdo expressas em maiores
quantidades (APEL & HIRT, 2004). No presente estudo a Unica enzima que
apresentou atividade aumentada foi a catalase na condicdo de estresse por 24
h. Por outro lado a GR teve sua atividade diminuida nas duas condi¢des de
estresse (24 h e 48 h). Como continuidade deste estudo, seria interessante
avaliar a atividade total destas enzimas nas células de A. angustifolia nas
condicBes de estresse aqui utilizadas, bem como a expresséo destas enzimas.
Estes resultados iriam contribuir para elucidar os mecanismos envolvidos na

resposta desta planta ao estresse por baixa temperatura.

6.5 EFEITO DO ESTRESSE PELO FRIO SOBRE OS NIVEIS ROS

Diferentes tipos de estresses (osmotico, senescéncia, estresse por
variacdo de temperatura, déficit hidrico, exposicdo a radiacdo ultravioleta e
ataque por patdgenos) parecem induzir a um padrdo de resposta semelhante
nas plantas, promovendo um aumento na producdo de ROS que pode resultar
na inducdo de mecanismos de tolerancia ou, ao promover injaria, desencadear
processos envolvidos na morte celular (PRASAD et al., 1994; NOGUEIRA,
2004; TAYLOR et al., 2005; RHOADS et al., 2006; PASTORE et al., 2007).

O estresse oxidativo ocorre quanto ha um aumento dos niveis de ROS
devido a um desequilibrio entre geracdo destas espécies e as defesas
antioxidantes (CADENAS, 1997; TAIZ & ZEIGER, 2009; NOGUEIRA, 2004;
TAYLOR et al., 2005).

No presente estudo, os niveis de ROS foram determinados em
mitocondrias isoladas e purificadas utilizadando a sonda DCFH-DA. Esta sonda
ao entrar na mitocondria sofrer a acdo de esterases convertendo em
diclorofluoresceina reduzida (DCFH) que, por sua vez, quando em presenca de
ROS é oxidada a diclorofluoresceina (DCF) emitindo fluorescéncia. A
intensidade da fluorescéncia do DCF € proporcional a quantidade de ROS
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mitocondrial (CHEN et al., 2010). Esta metodologia tem sido amplamente
utilizada para a deteccdo de ROS em plantas, preferencialmente de H,O»,
embora ndo seja especifica para o mesmo (MAXWELL et al., 1999; ESPOSTI,
2002; ARMSTRONG & WHITEMAN, 2007; CHEN et al., 2010). A Figura 21
mostra que houve um aumento nos niveis de ROS em 25% e 15% para
mitocondrias de células submetidas ao estresse pelo frio por 24 h e 48 h,
respectivamente. Em nivel celular este resultado pode ser ainda mais
pronunciado, uma vez que ROS podem ser geradas em outros compartimentos
celulares, como nos cloroplastos e peroxissomos (MITTLER et al., 2004;
RHOADS et al., 2006; M@LLER et al., 2007). Neste contexto, € descrito um
aumento nos niveis de ROS (H,0O,) para diferentes espécies submetidas ao
estresse pelo frio: na cana de acucar (Saccharum officinarum), culturas de
brotos de arroz (Oryza sativa) (estresse a 4°C por 8 dias) e sementes de milho
(Zea mays) (estresse a 4°C por 7 dias) (PRASAD et al., 1994; FADZILLAH et
al., 1996; TAI & LENTINI, 1998). Entretanto, para efeito de comparacéo, deve-
se também considerar as diferencas evolutivas entre as espécies, enquanto
gue a araucéria € uma gimnosperma, a cana-de-acucar (S. officinarum), o arroz
(O. sativa) e o milho (Z. mays) sado angiospermas e monocotiledoneas.

E interessante comparar os resultados dos niveis de ROS (Figura 21)
aos da atividade da catalase (Figura 17). A maior atividade da enzima em 24 h,
pode fazer parte da resposta ao aumento dos niveis de ROS nestas condicdes.
Por outro lado, o aumento dos niveis de ROS pode ser, em parte,
consequéncia da diminuicdo da atividade da GR (Figura 20). Neste sentido, é
possivel sugerir que a atividade diminuida de GR resultaria na diminuicdo de
GSH, essencial para a atividade da glutationa peroxidase (NOCTOR &
FOYER, 1998; APEL & HIRT, 2004; MITTLER et al., 2004).

Embora no estresse pelo frio de 48 h tenha havido uma diminuigdo nas
atividades da catalase e GR (Figuras 17 e 20) os niveis de ROS (Figura 21)
nao foram significativamente superiores aos observados em 24 h. Para a
interpretacdo deste resultado, vale lembrar que a atividade da PUMP foi
estimulada nas condi¢gdes de estresse pelo frio de 24 h e 48 h (Figuras 14 e
15), sendo que neste ultimo tempo de exposicdo ao estresse, tanto a atividade
quanto a expressdo da enzima foram mais pronunciadas (VALENTE et al.,



87

2012), o que poderia justificar o menor aumento dos niveis de ROS nesta
condicao.

Ainda, deve-se considerar que a medida de ROS neste estudo é
apresentada apenas para o tempo de 20 minutos (Figura 21). Na verdade,
determinacdes em diferentes tempos foram realizadas mas, a dispersao dos
dados nao permitiu que se chegasse a um resultado conclusivo. Para
determinar com maior precisdo os niveis de ROS, experimentos futuros, com
outras sondas como DAB (3,3-Diaminobenzidina — Sigma Aldrich®) e o Kit
Amplex Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase (Molecular Probes) devem ser
realizados (SCHECKHUBER et al., 2011; SMITH et al., 2011).
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FIGURA 21. EFEITO DO ESTRESSE PELO FRIO SOBRE OS NIVEIS DE

ROS

FONTE: O autor (2012).

NOTA: Mitocdndrias foram incubadas no escuro com PBS (pH 7,4), rotenona lpmol.L™ e
DCFH-DA 1 pmol.L™. A reacdo foi iniciada pela adicdo de succinato 10 mmol.L* e
acompanhada durante 1200 minutos. Controle: mitocéndrias isoladas de células cultivadas a
25 + 1°C. Nas condi¢des de estresse as células foram cultivadas a 4 + 1°C, durante 24 h e 48
h. A intensidade da fluorescéncia foi monitorada usando espectrofluorimetro usando os
comprimentos de onda de 485 nm (excitacdo) e 530 nm (emiss&o). Os valores estdo expressos
em % do controle, sendo que 100% corresponde, no tempo zero, a 102 + 17,54; 103,14 +
16,27; 99,09 + 8,07 unidades de fluorescéncia, para controle, estresse 24h e 48h,
respectivamente. Os valores representam a média + dp de 5 experimentos independentes em
quintuplicata.Valores significativamente diferentes do controle *p<0,05.
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6.6 EFEITO DO ESTRESSE PELO FRIO SOBRE A LIPOPEROXIDACAO

A peroxidacéo lipidica ou a lipoperoxidacdo, € um processo que envolve
a degradacao oxidativa de lipideos das membranas celulares por ROS. As
membranas mitocondriais sdo particularmente susceptiveis a lipoperoxidacao,
ja que sé&o ricas em lipideos poliinsaturados e, por estarem num ambiente
provido de oxigénio e metais (BUEGE & AUST, 1978; GUTTERIDGE, 1995;
KOWALTOWSKI & VERCESI, 1999; HERMES-LIMA, 2004).

Neste estudo, os produtos da lipoperoxidacdo ferro-induzida foram
quantificados através da reacdo com o acido tiobarbiturico (TBARS), em
mitocondrias isoladas de células embriogénicas de A. angustifolia, submetidas
ou nao ao estresse pelo frio (4°C por 24 h e 48 h). No ensaio, a suspenséao
mitocondrial foi energizada com 2-oxoglutarato (a-cetoglutarato), sendo que o
vazamento de elétrons da cadeia respiratoria da origem ao anion superoxido
(O2). Este, por sua vez, é convertido por acdo da MnSOD a H,0,, que ao
reagir com o ferro, através da reacao de Fenton, origina radicais hidroxila ("OH)
iniciadores do processo lipoperoxidativo. Os radicais formados reagem com a
cadeia lipidica dando origem a varios produtos finais, entre eles o
malondialdeido. Neste processo, alguns produtos entre estes o malondialdeido
reage com o &cido tiobarbitlrico (TBA) formando substancias que absorvem luz
em 535 nm. Este método é frequentemente utilizado como medida da extenséo
lipoperoxidativa (HALLIWELL & CHIRICO, 1993; HODGES et al., 1999).

Na Figura 22 pode-se observar que nao houve diferenca significativa nos
valores de TBARS para as condi¢des de estresse pelo frio de 24 h nos tempos
testados quando comparado as mitocondrias de células controle. A primeira
vista estes resultados parecem contrarios aos da producdo de ROS (Figura
21), quando se observou um aumento na producdo destas espécies. No
entanto, deve-se considerar que nas mesmas condicdes experimentais, houve
um aumento significativo (~32%) na atividade da catalase (Figura 17), que
pode ter sido suficiente para reduzir os niveis de H,O, e, consequentemente de
*OH, principal iniciador do processo de lipoperoxidacao.

Por outro lado, o estresse pelo frio de 48 h causou um aumento de

~24% na producao de TBARS no tempo de 20 minutos. Este resultado, por
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sua vez, é compativel a producdo de ROS e também a menor atividade da
catalase (57%) e GR (15%), nestas condic¢des (Figuras 17 e 20).

A promocéo de lipoperoxidagédo devido ao estresse pelo frio foi descrito
por Lu e colaboradores (2007), porém, ndo em mitocondrias isoladas. Estes
autores, determinaram o nivel de lipoperoxidacédo em células de folhas da erva
crofton (Eupatorium adenophorum) submetidas ao estresse pelo frio de 5°C por
4 dias e observaram um aumento de ~15% nos niveis de TBARS, em
comparacao as células controle (25°C). Como no presente estudo, Lu et al.,
(2007) também demonstraram um aumento na atividade da catalase de ~17%
nas condi¢cdes de estresse pelo frio 5°C por 4 dias em relagdo ao controle. Ja
para a SOD o estresse pelo frio ndo promoveu diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle (25°C). Para a APX e GR o estresse pelo frio de 5°C
por 4 dias promoveu aumento de ~31% na atividade da APX e de ~9% na
atividade da GR em relagdo ao controle 25°C. Os autores concluiram que o
aumento coordenado das enzimas antioxidantes foi eficaz para proteger a erva
crofton (E. adenophorum) do acumulo de ROS a baixas temperaturas.

Na interpretacdo dos resultados de lipoperoxidacdo, deve-se considerar
também que os efeitos nas células de A. angustifolia podem ser diferentes do
observado em mitocondrias isoladas, devido a producdo de ROS e a presenga
de outras enzimas antioxidantes em outras organelas. Neste contexto, sabe-se
gue os niveis de ROS estado relacionados com a mobilidade destas moléculas
entre os diferentes compartimentos celulares como nas mitocondrias,
cloroplastos e peroxissomos. Enquanto o O, e o *OH ndo apresentam
mobilidade consideravel, o H,O, pode migrar a uma boa distancia do local de
sua producdo (GECHEV et al., 2006).

Os resultados da producdo de ROS e lipoperoxidacdo sugerem que as
condicBes de estresse foram capazes de induzir um aumento na producao de
ROS ou que, mesmo havendo este aumento, 0s sistemas antioxidantes destas

células foram provavelmente eficientes a ponto de neutralizar estas espécies.
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FIGURA 22. EFEITO DO ESTRESSE PELO FRIO SOBRE A

LIPOPEROXIDACAO FERRO-INDUZIDA

FONTE: O autor (2012).

NOTA: Sistema de reacdo: D-manitol 250 mmol.L™, HEPES 10 mmol.L™, pH 7,2, FeCl; 0,2
mmol.L™, e 0,5 mg proteina.mL™ a 37°C. A reacao foi iniciada pela adicdo de 2-oxoglutarato 6
mmol.L™". Apés os tempos de incubacéo indicados a reacdo foi interrompida pela adicdo de
BHT 0,012% (m/v). Controle: mitocondrias isoladas de células cultivadas a 25 + 1°C. Nas
condi¢des de estresse as células foram cultivadas a 4 + 1°C, durante 24 h e 48 h.Os valores
estdo expressos em 5 do controle, sendo que 100% corresponde a 11,6 nmol de espécies
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) por mg™ de proteina mitocondrial. Os valores
correspondem a média + dp de 3 experimentos independentes em quadruplicata. Valores
significativamente diferentes do controle **p<0,01.
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6.7 SEQUENCIAMENTO DO GENE DA AOX DE CELULAS EMBRIOGENICAS
DE A. angustifolia

6.7.1 Extracdo e quantificacdo do DNA gendmico

A partir dos procedimentos de extracdo do DNA, obteve-se um DNA com
rendimento médio de 400 ng.uL™. A raz&o das leituras de absorbancia em 260
e 280 nm (A260/A280) situou-se aproximadamente entre 1,88 e 1,98 indicando
baixa contaminacdo com polifendis, polissacarideos e proteinas. O DNA
isolado foi submetido a eletroforese em gel de agarose, o qual evidenciou uma
Unica banda sem arrastes, indicando a integridade do DNA (Figura 23). Estes

resultados mostram que a pureza do DNA obtido foi satisfatoria.

FIGURA 23. PERFIL ELETROFORETICO EM GEL DE AGAROSE DO DNA
DE A. angustifolia

FONTE: O autor (2012).

NOTA: Gel de agarose 1,4% (m/v) em TAE, corado com brometo de etideo, contendo o DNA
das células embriogénicas de A. angustifolia. Linha 1:marcador molecular O’ Ranger Ruler da
marca Fermentas; Linha 2: Agua (controle negativo); Linha 3: 80 ng.uL™" de DNA da araucaria;
Linha 4: 8 ng.uL™" de DNA da araucéria; Linha 5: 40 ng.uL™ de DNA da araucéria. As condicdes
experimentais estéo descritas no item 5.14.1 de Materiais e Métodos.
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6.7.2 Isolamento dos genes da aox por PCR

Apoés a obtencdo do DNA gendmico foram utilizados os primers P1, P2 e
42A0XF, 45A0XR (Tabela 1 e Figura 10) para as reacdes de amplificacdo por
PCR. O amplificado do PCR utilizando a combinacéao entre os primers P1 e P2
corresponde a um fragmento de 444 pb e o amplificado do PCR utilizando a
combinacéo entre os primers 42A0XF e 45A0XR corresponde a um fragmento
de 432 pb (SAISHO et al., 1997; FREDERICO et al., 2009a). Os primers P1 e
P2 (SAISHO et al., 1997) foram desenhados utilizando como base a regiao
conservada, correspondente ao exon 3, das sequéncias de aminoacidos da
AOX de Arabidopsis thaliana (KUMAR & SOLL, 1992), “lirio voodoo”
(Sauromatum guttatum) (RHOADS & McINTOSH, 1991), soja (Glycine max)
(WHELAN et al., 1993) e tabaco (Nicotiana tabacum) (VANLERBERGHE &
McINTOSH, 1994; WHELAN et al., 1995).

A amplificagdo do DNA gerado por PCR foi confirmada em gel de
agarose com um fragmento de cerca de 450 pb (Figura 24) correspondente aos
genes da aox. Logo ap0s a obtencdo deste resultado repetiram-se as reacfes
de amplificacdo nas mesmas condi¢cbes da primeira reacdo, de modo a obter
DNA suficiente para ser utilizado na ligagcéo ao vetor de clonagem.

As bandas do DNA correspondentes ao fragmento de 450 pb (bandas
abaixo de 450 pb e bandas acima de 450 pb) foram extraidas do gel de
agarose e purificadas. Dessa maneira, foram obtidas amostras com bandas
abaixo (AB) e acima (AC) de 450 pb com os primers P1P2 (P1P2AB
representado pela letra a e P1P2AC representado pela letra b) e bandas
abaixo (AB) e acima (AC) com os primers 42A0XF e 45A0XR (4245AB
representado pela letra ¢ e 4245AC representado pela letra d). A concentracao
da solucao obtida foi determinada para posteriormente se proceder a reacao de
ligagéo do fragmento ao vetor de clonagem.

Uma vez obtido o produto da reacdo de ligacdo foi efetuada a
transformacdo das células competentes de Escherichia coli JM109. Os
transformantes foram plaqueados em placas de agar LB contendo ampicilina e
X-gal. Dessa transformacédo, foram selecionadas as colonias brancas que

possuem os clones aleatérios contendo o fragmento de interesse inicialmente
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isolado por PCR.
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FIGURA 24. PERFIL ELETROFORETICO EM GEL DE AGAROSE

MOSTRANDO OS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS ATRAVES DE PCR
FONTE: O autor (2012).

NOTA: Gel de agarose 1,4% (m/v) em TAE, corado com brometo de etideo, contendo os
fragmentos de DNA purificados apds amplificacdo com os seguintes primes: Linha 1: marcador
molecular O’ Ranger Ruler da marca Fermentas; Linha 2 e 3: Primers P1 e P2; Linha 4 e 5:
Primers 42A0XF e 45A0XR. Retangulo em vermelho corresponde ao fragmento de 450 pb. As
condi¢des experimentais estéo descritas no item 5.14.2 de Materiais e Métodos.

6.7.3 Clonagem dos genes da AOX e analise com enzimas de restricdo

Para andlise dos clones selecionados foram extraidos os plasmidios, os
quais foram analisados em seguida, utilizando as enzimas de restricdo: EcoRl,
HpyF3l e Alul (Tabela 2). Numa primeira abordagem utilizou-se a enzima
EcoRI, localizada na zona de clonagem multipla do vetor (Figura 11),

permitindo assim a selecdo dos clones positivos, ou seja, 0s clones que
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integravam um fragmento do mesmo tamanho do fragmento inicialmente
amplificado. Destes, alguns integravam um fragmento de aproximadamente
450 pb (clones com apenas duas bandas visiveis no gel, correspondendo a
mais pesada ao vetor e a outra ao fragmento clonado) (Figura 25 A). Em
seguida foi realizada analise com as enzimas HpyF3l e Alul que permitiu
selecionar adicionalmente os clones (Figura 25 B e C). Com estas enzimas foi
possivel selecionar 24 clones, dentre eles os clones P1P2AB (8 clones),
P1P2AC (9 clones) e 4245AC (7 clones) (Figura 25 B e C).

EcoRl HpyF3l Alul
GLAATTC CI{TNAG AGIlCT
CTTAATG GANTTC TCTGA

TABELA 2. ENZIMAS DE RESTRICAO UTILIZADAS NA ANALISE DO DNA

DO PLASMIDIO

FONTE: O autor (2012).

NOTA: Enzimas de restricdo utilizadas nas analises dos clones aleatérios recombinantes, e
seus locais de restricdo (setas vermelhas) nas sequéncias de DNA de A. angustifolia isoladas
com os primers P1, P2 e 42A0XF, 45A0XR.

6.7.4 Caracterizacdo do gene da aox

A analise das 24 sequéncias de nucleotideos apontou para a existéncia
de 2 sequéncias distintas AaAOXcl5 (clone 5 P1P2AB) e AaAOXcl15 (clone 15
P1P2AC) (Figura 26) com 444 pb, tal como esperado para os primers P1 e P2
(SAISHO et al., 1997; FREDERIDO et al., 2009a) e com elevada homologia a
genes da AOX disponiveis no GenBank do NCBI (Tabela 3). Devido ao
insucesso no sequenciamento utilizando os primers 42A0XF e 45A0XR,
mesmo apos seguidas tentativas, optou-se por continuar somente com 0S

primers P1 e P2.
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P1P2AB (12 clones) P1P2AC (9 clones) 4245AC (9 clones)

M 1234567 8910111213141516171819 M 2021 22 2324 2526 27 2829 30

e T S e = =

——— s . s s iy s

N . — — — — ———

P1P2AB (8 clones) P1P2AC (9 clones) 4245AC (7 clones)

M1 2 3 4 5 6 7 8 9101112 13 14 15 16 1718 19 20 21 22 23 24 M

am-;- D ) Gy ) D E— e

2B

—— - e b ——— — i S — —

P1P2AB (8 clones) P1P2AC (9 clones) 4245AC (7 clones)

M1 23456 78 910111213 141516 M 17 18 19 20 21 22 23 24

FIGURA 25. RESULTADOS DAS REACOES DE DIGESTAO DOS CLONES
RECOMBINANTES UTILIZANDO AS ENZIMAS DE RESTRICAO EcoRl,

HpyF3l e Alul

FONTE: O autor (2012).

NOTA: Gel de agarose 1,4% (m/v) em TAE, corado com brometo de etideo, contendo os
clones recombinantes integrando o fragmento de interesse inicialmente isolado por PCR. A.
Resultado da digestdo com a enzima EcoRI. B. Resultado da digestdo com a enzima HpyF3l.
C. Resultado da digestdo com a enzima Alul. Os clones que ndo foram selecionados
encontram-se marcados em vermelho. A letra M corresponde ao marcador molecular O’
Ranger Ruler da marca Fermentas.
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Majority CTGTAGCAGCAGTCCCTGGGATGGTAGGAGGGATGCTCCTCCACTGCAAGTCCCTTAGGAAATTCCAGCACAGTGGGGGA
T T T T T T T T

10 20 30 40 50 60 70 80
1 1 1 1 1 1 1 1

AaAOX cl5 CTGTAGCAGCAGTCCCTGGGATGGTAGGAGGGATGCTCCTCCACTGCAAGTCCCTTAGGAAATTCCAGCACAGTGGGGGA 80
AaAOX cl15CTGTAGCAGCAGTCCCTGGGATGGTAGGAGGGATGCTCCTCCACTGCAAGTCCCTTAGGARAATTCCAGCACAGTGGGGGA 80

Majority TGGATAAAGGCTCTTTTAGAGGAAGCAGAGAACGAGAGGATGCACCTCATGACATTCATGGAGGTAGCAAAGCCCTGATG
T T T T T T T T

90 100 110 120 130 140 150 160
1 1 1 1 1 1

1 1
AaAOX cl5 TGGATAAAGGCTCTTTTAGAGGAAGCAGAGAACGAGAGGAT GCACCTCATGACATTCATE GAGGTAGCAAAGCCCTGATG 160
AaAOX_cll 5TGGATAAAGGCTCTTTTAGAGGAAGCAGAGAACGAGAGGATGCACCTCATGACATTCATGGAGGTAGCA}\AGCCC GATG 160

Majority GTACGAAAGAGCTTTGGTGTTTACAGTGCAAGGAGTCTTCTTCAATGCCTACTTCATCCTCTATATGATTTCGCCCAAGC
T T T T T T T T

170 180 190 200 210 220 230 240
1 1 1 1 1 1 1 1

AaAOX cl5 GTACGAAAGAGCTTTGGTGTTTACAGTGCAAGGAGTCTTCTTCAATGCCTACTTCATCCTCTATATGATTTCGCCCAAGC 240
AaAOX cl15GTACGAAAGAGCTTTGGTGTTTACAGTGCAAGGAGTCTTCTTCAATGCCTACTTCATCCTCTATATGATTTCGCCCAAGC 240

Majority TGGCTCACAGGATTGTGGGTTATCTCGAGGAAGAAGCCATCCACTCGTATACTGAATTTCTCAAGGAACTGGACGATGGT
T T T T T T T T

250 260 270 280 290 300 310 320
1 1 1 1 1 1 1 1

AaAOX_clb5 TGGCTCACZ—\GGZ—\TTGTGGGTTATCTCGAGGAAGAAGCCATCCACTCGTATACTGAATTTCTCAAGGAACTGGAC ATGGT 320
AaAOX cll 5TGGCTCACAGGATTGTGGGTTATCTCGAGGAAGAAGCCA& CCACTCGTATACTGAATTTCTCAAGGAACTGGACGATGGT 320

Majority AACGTTCCAAACGTGCCAGCACCAGCCATAGCCATAGATTACTGGAAGCTTCCGAAGGATTCAACCCTAAGAGATGTGGT
T T T T T T T T

330 340 350 360 370 380 390 400
1 1 1 1 1 1 1 1

AaAOX cl5 AACGTTCCAAACGTGCCAGCACCAGCCATAGCCATAGATTACTGGAAGCTTCCGAAGGATTCAACCCTAAGAGATGTGGT 400
AaAOX cll EAACE TTCCAAACGTGCCAGCACCAGCCATAGCCATAGATTACTGGAAGCTTCCGAAGGATTCAACCCTAAGAGATGTGGT 400

Majority GATGATAATCAGAGCTGACGAGGCTCATCATCGTGATGTAAACC
T T T T

410 420 430 440
1 1 1 1
AaAOX_cl5 GATGATAATCAGAGCTGACGAGGCTCATCHSCGTGATGTAAACC 444
AaAOX cl1SGATGATAATCARAGCTGACGAGGCTCATCATCJEGATGTARACC 444

FIGURA 26. ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE NUCLEOTIDEOS DA

AOX DOS CLONES AaAOXcl5 E AaAOXcl15

FONTE: O autor (2012).

NOTA: O alinhamento foi obtido no programa Bioedit. Os nucleotideos que diferem nas
sequéncias estao assinalados em preto.
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A sequéncia da AOX da A. angustifolia referente a regido conservada do
exon 3 e contendo o fragmento de 444 pb foi depositada no banco de dados do
GenBank (NCBI) com o nimero de acesso JQ762252. E importante destacar,
gue foi sequenciado somente uma parte do gene da AOX, 444 pb, e que serdo

necessarios novos sequenciamentos para completar a sequéncia.

Sequéncia Blastn = nucleotideo

AaAOXcl5 GQ380559.1 - Pinus pinea 1b = 84%
NM_113135.3 - Arabidopsis thaliana 1a = 77%
GQ380556.1 - Pinus pinea 1a = 73%

AaAOXcl15 GQ380559.1 - Pinus pinea 1b = 84%
NM_113135.3 - Arabidopsis thaliana 1a = 77%
GQ380557.1- Pinus pinea 1a = 73%

TABELA 3. NIVEIS DE IDENTIDADE DAS SEQUENCIAS DA AOX DE A.

angustifolia

FONTE: O autor (2012).

NOTA: Niveis de identidade encontrada entre as sequéncias da AOX de Araucaria angustifolia
e sequéncias homoélogas da AOX de plantas publicadas no banco de dados do NCBI.

O sequenciamento dos genes dos clones AaAOXcl5 e AaAOXcl15
permitiu constatar que traduziam a mesma proteina (Figura 27), nao
correspondendo, por isso, a genes distintos.

As sequéncias de AaAOXcl5 e AaAOXcll5 compartilharam maior
semelhanca com a AOX de outra espécie de gimnosperma o pinheiro manso
(Pinus pinea) (FREDERICO et al., 2009a) variando entre 84 e 73% em nivel de
nucleotideos e entre 89%, 85% e 78% em nivel de proteina (Tabelas 3 e 4).

Esta analise das proteinas revelou um “stop codon” ou c6don de parada
na posicdo 52 da sequéncia AaAOXcl5 onde era traduzido o aminocido R
(arginina) na AaAOXcl15, devido a isso foi utilizado somente a sequéncia
AaAOXcll5 para construir a arvore filogenética. Uma das provaveis
explicacbes para este “stop codon” € que ele é decorrente de artefatos do
seguenciamento, pois durante as estapas do sequenciamento podem ocorrer
mutacgdes. Entretanto, o “stop codon” (TGA) foi localizado na posi¢cao 156 da

sequéncia de nucleotideos do clone 5 e também foi encontrado para as
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sequéncias da AOX da cultivar portuguesa oliveira (Olea europaea) e foi
denominado de mutacdo nonsense (MACEDO et al., 2009). Essa mutacgao foi
encontrada na posicao 248 e 249, no exon 3, convertendo o ATC em um “stop
codon” (TGA) no aminoéacido 85 (MACEDO et al., 2009).

A consequéncia de mutacBes nonsense ndo € a sintese de proteinas
truncadas, mas sim o reconhecimento de transcritos sem sentido e a sua
degradacédo (CONTI & IZAURRALDE, 2005). Este mecanismo parece garantir
que apenas as proteinas de tamanho completo sejam produzidas (BYERS,
2002; FRISCHMEYER & DIETZ, 1999).

Majority VAAVPGMVGGMLLHCKSLRKFQHSGGWIKALLEEAENERMHLMTFIEVAKPRWYERALVFTVQGVEFFNAYFILYMISPKL
T T T T T T T T

10 20 30 40 50 60 70 80
1 1 1 1 1 1 1 1

AaAOX cl5 VAAVPGMVGGMLLHCKSLRKFQHSGGWIKALLEEAENERMHLMTET EVAKPI WYERALVETVQGVFFNAYFILYMISPKL 80
AaAOX cll 5\/AAVPGMVGGMLLHCKSLRKFQHSGGWIKALLEEAENERMHLMTFﬂ EVAKPRWYERALVEFTVQGVEFFNAYFILYMISPKL 80

Majority AHRIVGYLEEEATIHSYTEFLKELDDGNVPNVPAPAIAIDYWKLPKDSTLRDVVMIIKADEAHHRDVN
T T T T T T

90 100 110 120 130 140
1 1 1 1 1 1
AaAOX cl5 AHRIVGYLEEEAIHSYTEFLKELDE GNVPNVPAPATIAIDYWKLPKDSTLRDVVMI IE ADEAHHRDVN 147
AaAOX cl1 SAHRIVGYLEEEAE HSYTEFLKELDDGNﬁ PNVPAPATAIDYWKLPKDSTLRDVVMI IKADEAHHRDVN 147

FIGURA 27. ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS DA

AOX DOS CLONES AaAOXcl5 E AaAOXcl15

FONTE: O autor (2012).

NOTA: O alinhamento foi obtido no programa Bioedit. Os nucleotideos que diferem nas
sequéncias estao assinalados em preto. O “stop codon” esta representado por um ponto.
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Sequéncia Blastp = proteina

AaAOXcl5 ACV60640.1 - Pinus pinea 1b = 89%
AAB49302.1 - Arabidopsis thaliana 1a = 87%
ACV60633.1 - Pinus pinea 1a = 85%
ACV60641.1 - Pinus pinea 2 = 79%

AaAOXcl15 ACV60640.1 - Pinus pinea 1b = 89%
NP_188876.1 - Arabidopsis thaliana 1a = 87%
ACV60633.1 - Pinus pinea 1a = 86%
ACV60641.1 - Pinus pinea 2 = 78%

TABELA 4. NIVEIS DE IDENTIDADE DAS SEQUENCIAS DA AOX DE A.

angustifolia

FONTE: O autor (2012).

NOTA: Niveis de identidade encontrada entre as sequéncias da AOX de Araucaria angustifolia
e sequéncias homologas da AOX de plantas publicadas no banco de dados do NCBI.

Uma vez obtidas as regides codificantes foi possivel construir uma
arvore filogenética (Figura 28). Apesar das caracteristicas comuns a familia de
genes da AOX, relacionadas com a localizag&o celular e fungdo da enzima, o
alinhamento de sequéncias e andlise filogenética mostrou genes agrupados em
duas sub-familias AOX1 e AOX2. Na araucaria € possivel confirmar a
existéncia de apenas 1 proteina distinta, correspondendo a AOX1
(AaAOXcl15).

O dendrograma representa as relacdes evolutivas entre AOX deduzidas
a partir de plantas e fungos.

A identificacdo da AOX em plantas e fungos resultou em um grande
namero de sequéncias da AOX que estdo disponiveis para analises nos
bancos de dados. O alinhamento das sequéncias da AOX de gimnosperma e
angiospermas constituem um estudo importante e valioso que pode ser
utilizado para identificacdo de aminoacidos e de dominios que podem
desempenhar funcdes na regulacéo da proteina, especialmente quando esses

dados sao acoplados com o modelo estrutural (MACDONALD, 2009).
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e

T AOX1d Arabidospsis thaliana (AY072541)
ZLE AOX1b Lycopersicon esculentum (AY034149)
7 AOX1b Vitis vinifera (EU165203)
2{ AOX1a Lycopersicon esculentum (AY034148)
. AOX1a Vitis vinifera (EU165202)

AOX Araucana angustifolia
| AOX1c Lycopersicon esculentum (AY324397)
_so: AOX1b2 Pinus pinea (GQ380558. 1)
— AOX1b Daucus carota AOX
% _| AOX1a Daucus carota
331 AOX1a1 Pinus pinea (GQ380550.1)
AOX1b Mangifera indica (AAK70936)
AOX1c Mangifera indica (AAK70937)
AOX1a Mangifera indica (AAK70935)
AOX1 Glycine max (AF083880)

AOX1 Vigna unguiculata (DQ100441)
AOX1b Arabidopsis thaliana (D89875)

Bt
—
o

|=

8

2 [~ AOX1a Arabidopsis thaliana (D89875)
18 AOX1c Arabidopsis thaliana (AB003175) _<
AOX2 Arabidopsis thaliana (AB003176)
B AOX2b Glycine max (U87907)

L AOX2b Vigna unguiculata (AJ421015)
AOX2 Lycopersicon esculentum (AAP92755)

98 | AOX2b Daucus carota

AOX2 Pinus pinea (GQ380560) : AOX
AOX2 Mangifera indica (X79329) 2

AOX2 Vitis vinifera (CA062667)

AOX2a Daucus carota

AOX2a Glycine max (U87906)

0 AOX2a Vigna unguiculata (AJ319899)
AOX Neurospora crassa (L46869)

005

FIGURA 28. ARVORE FILOGENETICA DA AOX

FONTE: O autor (2012).

NOTA: As sequéncias foram alinhadas com alinhamento multiplo ClustalW em software
BioEdit. Os alinhamentos foram feitos com 1000 repeticdes por Neighbor-Joining método
usando o software 3.1 MEGA. O fungo Neurospora crassa foi utilizado como um grupo externo.
A barra de escala indica a quantidade relativa de variacdo ao longo dos ramos. As AOX
provenientes de vegetais sao divididas em dois grupos (AOX1 e AOX2). Nimeros de acesso
estdo em parénteses.
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7. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos € possivel concluir que:

1. O estresse pelo frio de 4°C por 24 h e 48 h ndo altera a viabilidade

das células embriogénicas de A. angustifolia;

2. Em mitocondrias isoladas de células de A. angustifolia expostas ao

estresse pelo frio (4 £ 1°C):

a) ocorre um estimulo na atividade da PUMP, sem alteracao na atividade
da AOX, apo6s 24 h e 48 h de estresse;

b) no estresse de 24 h, o estimulo sobre a PUMP, bem como o0 aumento
da atividade da catalase, pode ter ocorrido em resposta ao aumento dos niveis

de ROS, observado nestas condicoes;

c) o aumento dos niveis de ROS esta possivelmente associado a
diminuicao da atividade da enzima glutationa redutase nos tempos de 24 h e 48

h de estresse;

d) as atividades das enzimas SOD e APX ndo sao alteradas pelas
condicBes de estresse, sugerindo que ndo estdo envolvidas na resposta a esta

condicao;

e) o estimulo da PUMP e da catalase em 24 h ndo é suficiente para

evitar a lipoperoxidacao, observada apds 48 h de estresse;

3. A AOX de A. angustifolia possui um segmento de 444 pb na regiao

conservada do exon 3 que a classifica como AOX1.
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