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RESUMO

SANTANA, Brenda Vila Nova Santana, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de
2022. A influéncia de regioes de contato entre membranas em Arabidopsis thaliana e da
variabilidade genética em Pfaffia glomerata na resisténcia ao aluminio. Orientador: Aristea
Alves Azevedo.

A toxidez do aluminio (A1**) é um dos maiores fatores limitantes da produtividade agricola em
solos 4cidos, por isso, pesquisas sobre resisténcia ao metal em plantas tém sido de grande
interesse. Para este trabalho, objetivou-se elucidar indutores do remodelamento de Regides de
Contato entre Membrana Plasmdtica e Reticulo Endoplasmatico (EPCS) em Arabidopsis
thaliana, avaliando a importancia destas regides na resisténcia a fons trivalentes; e investigar
as respostas de acessos (Ac22 e Ac43) e citétipos (diploide A22 e autopoliploide P28) de Pfaffia
glomerata ao estresse por AI’**. Plantulas de A. thaliana foram submetidas ao aluminio (AI**, 0
e 1000 uM), lantanio (La**, 0 e 500 pM) ou gadolinio (Gd*, 0 e 500 uM), os quais induziram
alteracdo no padrdo de organizacio da proteina SYT1 (responsavel por estabilizar as EPCS),
modificando-o de reticulado para expressivamente pontoado. Entretanto, esta modificacdo nao
consistiu em um mecanismo de resisténcia, ja que o crescimento de raiz do mutante syt/ foi
igual ao do genétipo selvagem Col-0. Enquanto o tratamento com AI** levou ao actimulo do
fosfoinositol PI(4)P e do PI(4,5)P> na membrana plasmatica, La** e Gd** induziram o aumento
de PI(4)P. Sugere-se que P1(4)P seja o responsavel pela inducdo do padrdo pontoado das EPCS
em resposta ao Al, La e Gd. No segundo ensaio, P. glomerata foi submetida a 0, 100 e 500 uM
Al. Ac22 e Ac43 apresentaram redugdo gradual no valor de massa seca e o acimulo de Al nas
raizes foi expressivamente maior que nas folhas. Para ambos, o reagente Chrome Azurol S
detectou Al nos vacuolos e nicleos na folha e na periferia das raizes, principalmente no apice
radicular, onde a descamacio de células da coifa foi mais intensa. A baixa translocagdo de Al
para a parte aérea e o armazenamento do metal em vactolos garantiram a integridade dos
tecidos foliares e a descamacao de células da coifa apresentou-se como efeito da toxidez do Al,
mas também como mecanismo de resisténcia. A variagdo na intensidade das respostas endossa
ainfluéncia da variabilidade genética e sugerem o acesso 22 como o mais resistente. No terceiro
ensaio, A22 e P28 de P. glomerata foram submetidos a 0 e 500 uM Al. Ambos os citétipos
apresentaram reducao significativa no comprimento de raiz, mas apenas a matéria seca foliar
de A22 reduziu significativamente. A presenca de Al na periferia das raizes e a descamacao da

coifa em P28 nao foi tdo marcante quanto em A22. Nas folhas, o Al foi detectado no vactolo



em A22, e o resultado foi negativo em P28. Os valores de Fv/Fm, NPQ e ETR evidenciaram
que ndo ha limitagdo fotoquimica nos citétipos, mas houve reducdo significativa na taxa
fotossintética de A22. A atividade de CAT, APX e SOD foi significativamente maior nas raizes
do poliploide P28 em resposta ao estresse por Al. A poliploidia induzida de P. glomerata
mostrou-se eficiente na criagdo de um gendtipo mais resistente ao estresse por Al que o seu

antecessor diploide A22.

Palavras-chave: Sinaptotagmina. Chrome Azurol S. Poliploidia. Cultivo in vitro.
Metabolismo.



ABSTRACT

SANTANA, Brenda Vila Nova Santana, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2022.
The influence of membrane contact sites in Arabidopsis thaliana and genetic variability in
Pfaffia glomerata on aluminum resistance. Adviser: Aristea Alves Azevedo.

The toxicity of aluminum (AI**) is one of the biggest limiting factors of agricultural productivity
in acidic soils, therefore, research on metal resistance in plants has been of great interest. For
this work, the objective was to elucidate the remodeling inducers of Plasma Membrane and
Endoplasmic Reticulum Contact Sites (EPCS) in Arabidopsis thaliana, evaluating the
importance of these regions in the resistance to trivalent ions; and to investigate the responses
of accessions (Ac22 and Ac43) and cytotypes (diploid A22 and autopolyploid P28) of Pfaffia
glomerata to AIP* stress. A. thaliana seedlings were subjected to aluminum (AI**, 0 and 1000
uM), lanthanum (La**, 0 and 500 uM) or gadolinium (Gd**, 0 and 500 uM). The analysis of
the expression of the SYT1 protein (responsible for stabilizing the EPCS) shows a change in
the pattern of organization after the treatments, changing it from reticulated to expressively
punctate. However, this modification was not a resistance mechanism, since the root growth of
the syfz/ mutant was the same as that of the wild type Col-O genotype. While treatment with
AIP* led to the accumulation of phosphoinositol PI(4)P and PI(4,5)P; in the plasma membrane,
La*" and Gd** induced an increase in PI(4)P. It is suggested that PI(4)P is responsible for
inducing the punctate pattern of the EPCS in response to Al, La and Gd. In the second assay,
P. glomerata was subjected to 0, 100 and 500 uM Al. Ac22 and Ac43 showed a gradual
reduction in the dry mass value and the accumulation of Al in the roots was significantly higher
than in the leaves. For both, the Chrome Azurol S reagent detected Al in the vacuoles and nuclei
in the leaf and in the periphery of the roots, mainly in the root apex, where the desquamation of
cap cells was more intense. The low translocation of Al to the shoot and the storage of the metal
in vacuoles ensured the integrity of the leaf tissues and the desquamation of the cap cells was
an effect of Al toxicity, but also as a resistance mechanism. The variation in the intensity of
responses endorses the influence of genetic variability and suggests Ac22 as the most resistant.
In the third assay, A22 and P28 of P. glomerata were subjected to 0 and 500 uM Al. Both
cytotypes showed a significant reduction in root length, but only A22 leaf dry matter
significantly reduced. The presence of Al on the periphery of the roots and the desquamation
of the cap in P28 was not as marked as in A22. In leaves, Al was detected in the vacuole at A22,

and the result was negative at P28. The values of Fv/Fm, NPQ and ETR showed that there is



no photochemical limitation in the cytotypes, but there was a significant reduction in the
photosynthetic rate of A22. CAT, APX and SOD activity was significantly higher in P28
polyploid roots in response to Al stress. The induced polyploidy of P. glomerata proved to be

efficient in creating a genotype more resistant to Al stress than its diploid predecessor A22.

Keywords: Synaptotagmin. Chrome Azulol S. Polyploidy. In vitro culture. Metabolism.
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INTRODUCAO GERAL

O aluminio (Al) € o terceiro elemento mais abundante e compreende cerca de 7% da
massa total da superficie da Terra (SINGH et al., 2017). Apesar da ampla distribuicio, o metal
ndo desempenha qualquer fun¢do bioldgica conhecida nas plantas e encontra-se indisponivel
para a absorcao radicular, principalmente sob a forma de aluminossilicatos e 6xidos de Al
(GREVENSTUK; ROMANO, 2013; SINGH et al., 2017). Reacdes de solubilizacdo ocorrem

13+, altamente t6xico

em solos dcidos, onde o pH € menor que 5.5, e levam a producio do fon A
para as plantas (HEDE; SKOVMAND; LOPEZ-CESATI, 2001; MA; CHEN; SHEN, 2014;
SINGH et al., 2017; VITORELLO; CAPALDI; STEFANUTO, 2005). A toxidez do Al é&,
atualmente, um dos maiores fatores limitantes da produtividade agricola em solos &cidos, os
quais ocorrem em cerca de 40% das terras ardveis do mundo (HEDE; SKOVMAND; LOPEZ-
CESATI, 2001; KOCHIAN; HOEKENGA; PINEROS, 2004; VON UEXKULL; MUTERT,

1995); no Brasil, mais de 82% dos solos sao dcidos (MENG et al., 2011).

A fitotoxidez € resultado da interacdo do Al com componentes apoplasticos, como a
parede celular, e simplasticos, como membrana plasmatica, DNA e componentes citos6licos
(BRUNNER; SPERISEN, 2013; JONES; RYAN, 2016; KOCHIAN; HOEKENGA;
PINEROS, 2004; SINGH et al., 2017). Na raiz, os efeitos sdo mais imediatos e intensos, onde
ha enrijecimento das paredes celulares, ruptura do citoesqueleto, inibicdo da atividade mitética
e/ou alteracdo das propriedades quimicas em questdo de minutos (BRUNNER; SPERISEN,
2013; SINGH et al., 2017; VITORELLO; CAPALDI; STEFANUTO, 2005). A perda induzida
da plasticidade da parede celular € o sintoma mais caracteristico e pode estar relacionada ao
aumento no grau de lignificacdo da célula, o qual gera comprometimento irreversivel do
alongamento celular (KOCHIAN, 1995; WANG; KAO, 2006; WU et al., 2019). Na parte aérea,
o metal atua indiretamente por meio do estresse oxidativo, prejudicando a assimilacdo de
carbono através de danos gerados a estrutura dos tilacoides, fechamento estomético, reducao
do teor de pigmentos e/ou redugdo da taxa de transporte de elétrons no fotossistema II
(CARCAMO et al., 2019; CHEN et al., 2005; GUO et al., 2018; PEIXOTO; DA MATTA; DA
MATTA, 2002).

As plantas respondem a toxidez de maneiras diversas e os mecanismos de resisténcia ao
Al podem ser classificados em dois grandes grupos: a exclusdo, quando hé evitagdo do Al no
simplasto, e a tolerancia, quando metal é absorvido atravessando a membrana plasmatica

(BRUNNER; SPERISEN, 2013; JONES; RYAN, 2016). A exclusao consiste principalmente
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na quelacdo do Al na rizosfera por meio da ligacdo com 4cidos orgéanicos (citrato, malato e
oxalato) (BRUNNER; SPERISEN, 2013; JONES; RYAN, 2016), fenilpropanoides (KIDD et
al., 2001) e/ou benzoxazinoides (ZHAO et al., 2019). Outros mecanismos sao o aumento do pH
da rizosfera (KOCHIAN; HOEKENGA; PINEROS, 2004;: YANG et al., 201 1b) e a ligag¢do do
metal a componentes da parede celular, como hemiceluloses e pectinas, carregadas
negativamente (YANG et al., 2008, 2011a). J4 a tolerancia é caracterizada pela quelacdo do
A’ com substancias organicas no citosol, imobilizacdo do metal no vactiolo e parede celular
das folhas, ativagdo de vias metabdlicas em resposta a presenga do Al (BRUNNER;
SPERISEN, 2013).

Pesquisas voltadas para o estudo de mecanismos de resisténcia ao Al, sejam eles de
exclusao ou tolerancia, tém sido realizadas em todo o mundo (CARCAMO et al., 2019; GUO
et al., 2018; MA; CHEN; SHEN, 2014; NUNES-NESI et al., 2014; POSCHENRIEDER, 2015;
ZHANG et al., 2019). O objetivo dessas pesquisas € desenvolver tecnologias e produtos que
possibilitem a geragdo de plantas mais resistentes ao estresse por Al, por meio do uso de
ferramentas de genOmica, transcriptdmica, protedmica, metabolomica, bioinformaética e
transformacdo genética de plantas. Para este trabalho, foram selecionadas espécies que
fornecem subsidio para a exploracdo de algumas das ferramentas citadas: Arabidopsis thaliana

e Pfaffia glomerata.

A. thaliana é uma espécie amplamente estudada devido as diversas vantagens
associadas, como ciclo de vida curto (6 semanas), grande produciao de sementes, facilidade de
cultivo em laboratério e sequenciamento de todo o genoma (DELATORRE; SILVA, 2008).
Recentemente, uma familia de proteinas das regides de contato entre reticulo endoplasmético e
membrana plasmética (EPCS: Endoplasmic reticulum - plasma membrane contact sites) foram
identificadas em A. thaliana: as sinaptotagminas, ou SYTs (CRAXTON, 2004; LEE et al.,
2020; PEREZ-SANCHO et al., 2015; YAMAZAKI et al., 2010). Estas proteinas agem
promovendo a ligacdo e estabilizacdo entre as membranas e gerando espacos intermembrana
muito estreitos (15-20 nm), altamente especializados, capazes de promover a comunicacao a
curta distancia através do transporte ndo-vesicular. Tais regides sdo responsaveis pelo reparo
da membrana plasmitica, pela homeostase de Ca’* citosélico e por modular respostas a
diferentes fontes de estresse (BAYER et al., 2017; MCFARLANE et al., 2017; PEREZ-
SANCHO et al., 2016).
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A membrana plasmaética € o sitio priméario de ligacdo do Al no simplasto, devido a alta
afinidade do metal pelos grupos fosfato, negativamente carregados, da bicamada lipidica
(PANDA; MATSUMOTO, 2007, WAGATSUMA et al.,, 2015). Esta interacdo altera a
composi¢ao e as propriedades fisicas e dindmicas da membrana, j4 que o Al € capaz de
promover indiretamente a peroxidacdo de lipideos, deslocar ions positivamente carregados e
influenciar mecanismos de transporte i6nico (EZAKI et al., 2001; PANDA; MATSUMOTO,
2007; SINGH et al., 2017; WAGATSUMA et al., 2015; YAMAMOTO; KOBAYASHI;
MATSUMOTO, 2001). Embora seja clara a possibilidade de prejuizos, a dindmica de
influéncia do Al sobre a membrana plasmética ainda € pouco compreendida e ndo hé estudos
que relatem o efeito do Al sobre os espagos intermembrana estabilizados, principalmente, pela

proteina SYT.

P. glomerata, popularmente conhecida como ginseng-do-pantanal ou ginseng-
brasileiro, é a espécie de maior importancia medicinal e comercial do género Pfaffia
(Amaranthaceae) (NASCIMENTO et al., 2007). E uma espécie de facil cultivo em laboratorio,
com propagacdo clonal, responsiva a diversos fatores ambientais e com o transcriptoma
registrado em uma base de dados virtual (BATISTA etal., 2019; CORREA et al., 2015; FELIPE
etal., 2019; SILVA et al., 2020). Quando exposta ao Al, P. glomerata apresentou respostas que
variaram de modo intraespecifico; isto €, para a mesma espécie, o acesso BRA acumulou Al
em concentracgdo significativamente maior que o acesso JB/UFSM e, como consequéncia, BRA
apresentou efeitos negativos mais pronunciados (MALDANER et al., 2015). Estes resultados
demonstram a elevada variabilidade da espécie, mas, embora os autores tenham relatado os
efeitos negativos do Al sobre parametros de crescimento, ndo foram avaliados quaisquer

mecanismos de resisténcia ao Al possivelmente empregados pelos acessos de P. glomerata.

Em condicdo ex vitro, a poliploidizacao sintética de P. glomerata foi efetiva na producao
de individuos com maior acimulo de biomassa e produ¢do de 20-hydroxyecdysone (20E), um
metabdlito secundario (CORREA et al., 2016; GOMES et al., 2014). Contudo, diploides e
tetraploides de P. glomerata nunca foram confrontados em resposta ao Al, nem tampouco foram
avaliadas as possiveis variacdes no padrao de respostas ao metal. Um tnico estudo, feito com
triticale, aborda a relagdo entre o nivel de ploidia e a toxidez do Al (RYAN et al., 2018). Os
resultados sdo promissores e demonstram que a maior resisténcia do triticale octaploide se deve
a expressdo de genes provenientes tanto do trigo quanto do centeio, seus progenitores (RYAN

et al., 2018). Embora a poliploidizagdo tenha-se revelado eficaz na geracdo de individuos mais
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produtivos e/ou resistentes, de modo geral, pouco se sabe sobre a importancia da duplicagdo de

um genoma sobre a diferenciagdo fisiolégica entre citotipos.

Diante do exposto, objetivamos elucidar fatores que induzem o remodelamento de
regides de contato entre membrana plasmdtica e reticulo endoplasmatico em A. thaliana,
avaliando a importincia de tais regides na resisténcia da espécie a fons trivalentes, como o AI**,
E em um segundo ensaio, investigar as respostas de resisténcia apresentadas por acessos (Ac22
e Ac43) e citétipos (diploide A22 e poliploide P28) de P. glomerata em resposta ao Al’**,
avaliando a influéncia da variabilidade genética sobre parametros de crescimento e atividades
metabolicas do vegetal. Apresentamos os resultados em trés capitulos: I) Cations trivalentes
induzem a reorganizacdo de regides de contato entre a membrana plasmdtica e o reticulo
endoplasmadtico estabilizadas pela proteina SYT1. Deste, parte dos resultados ja foram
publicados na Journal of Experimental Botany, sob o titulo “Rare earth elements induce
cytoskeleton-dependent and PI4P-associated rearrangement of SYT1/SYTS ER-PM contact
site complexes in Arabidopsis” (LEE et al., 2020); 1I) Respostas diferenciadas de acessos de
Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen ao estresse por aluminio; e III) Poliploidia em Pfaffia
glomerata (Spreng.) Pedersen eleva a capacidade de defesa antioxidante em resposta ao estresse

por aluminio.
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CAPITULO I:

CATIONS TRIVALENTES INDUZEM A REORGANIZACAO DE REGIOES DE
CONTATO ENTRE A MEMBRANA PLASMATICA E O RETICULO
ENDOPLASMATICO ESTABILIZADAS PELA PROTEINA SYT1

Resumo

A comunicagdo ndo vesicular, essencial para a homeostase das células, ¢ mediada em regides
de contato entre membranas. O padrao de contato entre a membrana plasmatica e o reticulo
endoplasmatico € estabelecido principalmente pela proteina SINAPTOTAGMINA 1 (SYT1) e
varia em resposta a diferentes estresses. Visando determinar os fatores que induzem a
reorganizacao de regides de contato entre a membrana plasmatica e o reticulo endoplasmatico
(EPCS) e verificar a importincia das EPCS na resisténcia a estresse, plantulas de Arabidopsis
thaliana foram submetidas a tratamentos com os fons trivalentes aluminio (AI**, 0 e 1000 pM),
lantanio (La**, 0 e 500 uM) ou gadolinio (Gd**, 0 e 500 uM). O mutante syt/ — com perda de
funcdo da proteina SYT1 — apresentou a mesma média de comprimento de raiz que o gendtipo
selvagem Col-0, apds exposi¢cdo aos tratamentos, o que sugere que a comunicacdo entre reticulo
endoplasmdtico e membrana plasmdtica ndo se mostrou um mecanismo de resisténcia em
resposta a fons trivalentes. A analise da expressdo da proteina SYT1, marcada com uma green
fluorescente protein (SYT1-GFP), evidencia alteracdo no padrdo de organizagdo das EPCS
ap6és os tratamentos, modificando-o de um padrdo reticulado para um expressivamente
pontoado. O uso do marcador GCaMP3, um sensor de Ca?* baseado na calmodulina, mostra
que as variagdes iniciais na concentracdo de Ca’* citosélico ndo foram responséveis pelo
remodelamento das EPCS. A reorganizacdo ocorreu de forma lenta, como resultado de
respostas adaptativas celulares a longo prazo (16 horas de exposicdo aos tratamentos). Enquanto
o tratamento com AI** levou ao actimulo significativo tanto do fosfoinositol PI(4)P quanto do
PI(4,5)P> na membrana plasmatica, o tratamento com La** e Gd** induziu o aumento do sinal
de fluorescéncia apenas de PI(4)P. Embora PI(4,5)P> seja comumente acumulado na membrana
plasmadtica em resposta a estresses abidticos, os resultados deste trabalho sugerem que PI(4)P
seja o principal atuante na determinacdo do campo eletrostitico da membrana e, portanto, o

responsavel pela indugdo do padrdo pontoado das EPCS em resposta ao Al, La e Gd.

Palavras-chave: Sinaptotagmina. Fosfoinositol. Ca®* citosélico. GCaMP3. Estresse.



18

CHAPTERI:

TRIVALENT CATIONS INDUCE THE REORGANIZATION OF ENDOPLASMIC
RETICULUM - PLASMA MEMBRANE CONTACT SITES STABILIZED BY SYT1
PROTEIN

Abstract

Non-vesicular communication, essential for cell homeostasis, is mediated in membrane contact
sites. The contact pattern between the plasma membrane and the endoplasmic reticulum is
mainly established by the protein SINAPTOTAGMIN 1 (SYT1) and varies in response to
different stresses. In order to determine the factors that induce the reorganization of contact
sites between the plasma membrane and the endoplasmic reticulum (EPCS) and verify the
importance of EPCS in stress resistance, Arabidopsis thaliana seedlings were submitted to
treatments with trivalent ions: aluminum (AI**, 0 and 1000 pM), lanthanum (La**, 0 and 500
puM) or gadolinium (Gd**, 0 and 500 uM). The syz/ mutant — with loss of function of SYT1
protein — showed the same mean root length as the wild-type Col-0 genotype, after exposure to
treatments, which suggests that the communication between the endoplasmic reticulum and the
plasma membrane was not a resistance mechanism to trivalent ions. The analysis of the
expression of SYT1 protein, labeled with a green fluorescent protein (SYT1-GFP), shows a
change in the EPCS pattern after treatments, changing it from a reticulated pattern to an
expressively punctate pattern. The use of GCaMP3 marker, a Ca** sensor based on calmodulin,
shows that the initial variations in the concentration of cytosolic Ca** were not responsible for
EPCS remodeling. The EPCS reorganization occurred slowly, as a result of long-term cellular
adaptive responses (16 hours of exposure to treatments). While AI** treatment caused a
significant accumulation of both phosphoinositol PI(4)P and PI(4,5)P2 in the plasma
membrane, treatments with La** and Gd** induced the fluorescence signal only for PI(4)P.
Although PI(4,5)P2 is commonly accumulated in the plasma membrane in response to abiotic
stresses, the results of this work suggest that PI(4)P is the main factor in determining the
electrostatic field of the membrane and, therefore, responsible for the induction of the EPCS

punctate pattern in response to Al, La and Gd.

Keywords: Synaptotagmin. Phosphoinositol. Cytosolic Ca**. GCaMP3. Stress.
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Introducao

Por serem organismos sésseis, as plantas apresentam uma marcante diversidade de
mecanismos regulatérios em resposta a estresses, 0s quais envolvem tanto comunicacao
vesicular quanto ndo vesicular (CARTER; BEDNAREK; RAIKHEL, 2004; DICKSON;
JENSEN; HILLE, 2016; LEVINE, 2002; MCFARLANE et al., 2017; QIAN et al., 2022). O
transporte ndo vesicular entre organelas ¢ mediado por regides de contato entre as membranas
(MCSs, do inglés Membrane Contact Sites), mecanismo tal que € evolutivamente conservado
em células eucaridticas (SAHEKI; DE CAMILLI, 2017). Estas regides estdo envolvidas em
processos essenciais, como a homeostase e sinalizacio de célcio (Ca’*) e no transporte e
manutenc¢do de lipideos, mas também estao fortemente associadas as dindmicas das membranas
e a resposta celular ao estresse (PHILLIPS; VOELTZ, 2016; PRINZ, 2014; STEFAN;
MANFORD; EMR, 2013).

Arabidopsis thaliana possui uma familia de seis sinaptotagminas (SYT) (CRAXTON,
2001, 2004), das quais SYT1 € a mais abundante, altamente expressa e ocorre principalmente
nas regides de contato entre a membrana plasmadtica e o reticulo endoplasmatico (EPCS, do
inglés Endoplasmic Reticulum-Plasma Membrane Contact Sites) (SCHAPIRE et al., 2008). A
presenca de SYTI1 estd associada a maior tolerancia aos estresses salino, mecanico € ao
congelamento, uma vez que os mutantes syt/ com perda de funcdo apresentaram
hipersensibilidade quando expostos a tais estressores (KAWAMURA; UEMURA, 2003; LEE
et al., 2019; PEREZ-SANCHO et al., 2015; YAMAZAKI et al., 2009). Estudos revelaram que
plantas com superexpressdo de SYT1 apresentaram ainda menor peroxidagdo lipidica e
induziram a expressdo de proteinas de choque térmico, comumente envolvida em respostas a

estresse (YAN et al., 2017).

Sob estresse i6nico, SYT1 mediou a adaptacdo celular que resultou na expansao da drea
das EPCS (LEE et al., 2019). Esta reorganizacdo da suporte a proposta de que proteinas SYT
agem como microdominios sensiveis ao estresse € de que a maior conectividade entre reticulo
endoplasmatico (ER) e membrana plasmatica (MP) facilita a troca de informac¢do no interior da
célula (BOTELLA et al., 2007; LEVINE, 2002; ZHU, 2016). A expansdo das EPCS em
resposta ao estresse salino, por exemplo, estd associada ao aumento na ocorréncia de
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato [PI(4,5)P>] na membrana plasmdtica (LEE et al., 2019) e
tubulos do reticulo endoplasmatico com a presenca de SYT1 podem ser desorganizados por
consequéncia da diminui¢do na concentracdo de Ca** intracelular ISHIKAWA et al., 2018).

Apesar disso, a especificidade de PI(4,5)P>, ou de outro fosfato, como um gatilho para a
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expansio de EPCS e a dindmica de organizacdio em resposta a deplecdo ou excesso de Ca>*

permanecem em grande parte inexploradas.

O Ca** citosélico age, reconhecidamente, como um mensageiro secunddrio na célula,
desencadeando diversos processos metabdlicos essenciais e também induzindo respostas de
resisténcia a estresses abidticos (GILROY; BETHKE; JONES, 1993; KNIGHT, 1999;
SANDERS et al., 2002). O estresse por aluminio (Al**) leva ao comprometimento da
homeostase deste fon e promove o aumento da concentracdo de Ca>* no citosol, devido tanto
a0 maior influxo de Ca** apopléstico, como também pela maior liberacdo de Ca>* do interior de
organelas (RENGEL; ZHANG, 2003). Em contrapartida, outros fons trivalentes, como os
metais de terras raras (ETRs) lantanio (La**) e gadolinio (Gd*"), sdo amplamente utilizados
como bloqueadores de canais de citions nio seletivos e/ou de canais permedveis ao Ca’* na
membrana plasmdtica, o que levaria a uma redugio na concentracdo de Ca’* citosélico (DE
VRIESE et al., 2018; ELINDER; ARHEM, 1994; ERMAKOV et al., 2010; LANSMAN, 1990).
Entretanto, estudos recentes mostram que em tratamentos de longa duracdo o oposto €
observado, e os ETRs promovem, na verdade, a internalizacdo de Ca’* e induzem a endocitose

na célula vegetal (WANG et al., 2014, 2016, 2019).

Este trabalho visa avaliar a influéncia da concentracdo de Ca’* citosélico e a
participacao de componentes da membrana plasmadtica como gatilhos para a reorganizacdo de
regides de contato entre a membrana plasmaética e o reticulo endoplasmaético, estabilizadas pela
protefna SYT1. Para isso, Al**, La** e Gd*" foram utilizados como agentes estressores em
plantulas de A. thaliana, visando esclarecer também a importancia da atuacido das proteinas

SYT]1 na resisténcia de A. thaliana ao estresse causado por ions trivalentes.

Material e métodos

Material vegetal, condigobes de crescimento e aplicagdo dos tratamentos

Sementes de A. thaliana Columbia (Col-0) foram utilizadas como genoétipo selvagem. Além
delas, foram utilizadas sementes de sy?/-2 (LEE et al., 2019), um mutante com perda de fun¢ao
da proteina SYT1; SYT1-green fluorescent protein (GFP) (LEE et al., 2019), usadas para
visualizag¢do da proteina SYT1 sob microscopia confocal; GCaMP3 (DEFALCO et al., 2017),
usadas para visualizagdo do célcio citosélico na célula; e CITRINE-1xPH"AP" ¢ CITRINE-

2xPHPLC (SIMON et al., 2016), usadas para visualiza¢io de PI(4)P e PI(4,5)Pa, respectivamente.
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As sementes foram semeadas em placas de Petri contendo meio Murashige e Skoog
(MS) (MURASHIGE; SKOOG, 1962) a meia forca idonica (Caisson Labs). As plantulas foram
cultivadas a 22 °C, com ciclo de 16 h de luz/8 h de escuro. Ap6s cinco dias, as plantulas foram
transferidas para tratamento em meio MS liquido, a 1/10 de forca idnica, suplementado com
um dos tratamentos: 1000 uM de AI** na forma de AICI; (pH 4,5), 500 uM de La** na forma
de LaCl; (pH 5.7), 500 uM de Gd** na forma de GdCls (pH 5.7), SmM EGTA (pH 5.7) ou 250
uM bis-(o-aminophenoxy) ethane-N,N,N',N'-tetraacetic acid (BAPTA) (pH 5.7). Em paralelo,
foram realizados os tratamentos controle em meio MS liquido, a 1/10 de forca i6nica, com pH
4,5 para tratamento com Al e pH 5,7 para o controle dos demais tratamentos. As plantulas foram

submetidas aos tratamentos pelo periodo de 16 h, sob agitacdo constante.

Avaliagdo do crescimento de raiz

Para verificar a importancia da EPCS na resposta de tolerincia ao estresse por Al, La e Gd,
sementes de A. thaliana Columbia (Col-0) e syt foram semeadas conforme descrito
anteriormente e, apds cinco dias, as plantulas foram transferidas para meio MS sélido, 1/10 da
forca total, acrescido das diferentes concentragdes de Al (0 e 1000 uM), La (0 e 500 uM) e Gd
(0 e 500 uM), onde cresceram por uma semana. As imagens foram obtidas com o auxilio de um
scanner e medidas de comprimento de raiz (n = 30) foram feitas utilizando o software Fiji

(ImageJ).

Quantificacdo do padrdo de distribuicdo de SYTI

Imagens em tempo real foram obtidas dos cotilédones de A. thaliana (n = 30), utilizando
microscopio confocal de varredura a laser Nikon C1 equipado com filtros de emissdo 488 e
515/30nm e lente objetiva de imersdao em Oleo Nikon Plan Apochromat, pertencente ao
Laboratério de Dinamica Celular, na University of British Columbia (UBC). As imagens
confocais obtidas de cotilédones de plantulas de Arabidopsis carregando o marcador SYT1-
GFP foram utilizadas para quantificacdo do padrao de distribui¢do de EPCS. Com o auxilio do
software Fiji (ImageJ), foram selecionadas ao menos 50 regides de interesse (15 um x 15 pm)
para a contagem do niimero de “pontos” indicativos da presenga de SYT1-GFP, conforme

descrito por (LEE et al., 2019).

Quantificacdo de inositois fosfato da membrana plasmdtica
As imagens confocais obtidas de cotilédones de plantulas de A. thaliana carregando os
marcadores CITRINE-1xPHFAPP ¢ CITRINE-2xPHFPLC, para a deteccdo de PI(4)P e PI(4,5)P»

respectivamente, foram utilizadas para quantificacdo relativa de inositois fosfato na membrana
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plasmética (n = 30). A intensidade de fluorescéncia expressa pelos marcadores foi quantificada
em ao menos 100 regides de interesse (15 um X 15 um), utilizando a ferramenta de “medida de
densidade integrada” do Fiji (ImageJ), conforme descrito por (LEE et al., 2019). Nesta andlise,
regides proximas aos estOmatos foram descartadas devido ao maior brilho naturalmente

apresentado.

Avaliagdo da dindmica do Ca2+ citosolico

A variacdo na concentracdo de Ca’* citosélico foi verificada pela fluorescéncia emitida pelo
sensor GCaMP3 nos cotilédones de A. thaliana, no tempo zero (0 hora) e apds 16 h de exposicao
aos cations trivalentes. As imagens foram obtidas em estereomicroscopio Nikon SMZ18
equipado com filtro de excitagdao 480/40nm, objetiva 0.5x Nikon P2-SHR Plan 13 Apo e cadmera
Nikon DS-Ri2. Foram selecionadas pelo menos 50 plantulas para quantificacdo da intensidade
de fluorescéncia, utilizando a ferramenta de “medida de densidade integrada” do Fiji (ImagelJ).
Os dados foram normalizados usando a equagdo AF/F=(F-Fy)/Fo, onde Fp é a média da

intensidade de fluorescéncia do plano de fundo da imagem, considerado como ruido.

Andlise estatistica
As médias obtidas a partir de cada andlise foram submetidas a anélise de varidncia (ANOVA)
e, quando significativa, ao teste de médias de Tukey, com alfa a 5%. Os graficos e as analises

foram feitos no programa estatistico R (R CORE TEAM, 2013).

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos podem ser agrupados em dois padrdes de resposta: i) uma mais
branda, sem relacdo clara com a sinalizacio de Ca®" e associada ao actimulo de PI(4)P e
PI(4,5)P2 na membrana plasmatica, obtida em resposta ao tratamento com Al**, e ii) uma mais
intensa, com expressiva reorganizagido das EPCS, associada a via de sinalizacdo de Ca** e ao

acumulo de PI(4)P na membrana plasmatica.

Avaliando o crescimento de raiz, o mutante sy?/ nio apresentou uma especificidade de
resposta em decorréncia do estresse por Al. Apds sete dias crescendo em meio com o acréscimo
de 1000 uM Al, a média de comprimento de raiz do mutante syz/ foi estatisticamente
semelhante ao das plantulas do genétipo selvagem Col-0, com expressdo regular da proteina
SYT]1 (Fig.1). Este resultado dé indicios de que a conectividade entre as membranas do reticulo

endoplasmdtico e a membrana plasmadtica ndo consiste em um mecanismo de tolerancia de
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Arabidopsis ao estresse por Al. Em exposicdo a 160mM NaCl, plantulas do mutante syz/
apresentaram hipersensibilidade, com a inibi¢do do crescimento radicular comprovadamente
causada pela modificacdo no gene SYT1 (SCHAPIRE et al., 2008). Para La** e Gd**, também

ndo foi identificada a reducdo significativa do crescimento de raiz em decorréncia do estresse
(LEE et al., 2020).
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Figura 1 — Comprimento de raiz de Arabidopsis thaliana (Col-0: gendtipo selvagem e syr/: mutante com perda
de funcdo da proteina SYT1) em resposta ao tratamento com Al. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
significativa usando teste Tukey (P<0.05).

Apesar disso, a andlise da expressdo da proteina SYT1, marcada com uma green
fluorescente protein (GFP), comprova alteracdo no padrdo de organizagdo das EPCS (Fig.2).
Em células epidérmicas de cotilédones de Arabidopsis do tratamento controle, eram observados
cerca de 35 “pontos” a cada 225 um?, enquanto no tratamento com 1000 uM Al, cerca de 40
“pontos” sdo encontrados na mesma area. Esta reorganizagdo estd associada ao aumento na
propor¢ao dos inositois fostato PI(4)P e PI(4,5)P> na membrana plasmadtica, cujas médias de
fluorescéncia relativa foram estatisticamente maior em plantulas expostas por 16 h ao

tratamento com 1000 uM Al (Fig.3).
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Figura 2 - Padrdo de organizacdo da proteina SYT1 em células epidérmicas de cotilédones de Arabidopsis thaliana
portando o marcador SYT1-GFP, nos tratamentos com e sem Al. A e B: Imagens de microscopia confocal. C:
Quantificacdo do sinal cortical de SYT1-GFP. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa usando
teste Tukey (P<0.05). Barra = 10 um.
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Figura 3 - Aumento na frequéncia relativa de inositois fostato (PI), apds tratamento com Al, em células
epidérmicas de cotilédones de Arabidopsis thaliana expressando os marcadores CITRINE-1xPHFAPP para
identificacdo de PI(4)P (A-B) e CITRINE-2xPHF'C para identificacdo de PI(4,5)P, (D-E). A-B, D-E: Imagens de
microscopia confocal. C e F: Quantificacio da fluorescéncia relativa dos marcadores CITRINE-1xPHFAPP ¢
CITRINE-2xPHP'C, Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa usando teste Tukey (P<0.05).
Barra = 30 pum.
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Em contraste ao tratamento com o Al**, os elementos de terras raras La** e Gd**
induziram a redistribuicdo de SYT1-GFP para um padrido expressivamente pontoado (Fig.4).
Apds 16 h de tratamento, La** e Gd* induziram o aumento de 4 a 5 vezes no ndmero de
“pontos” em todas as células epidérmicas. Esta alteragdo esta associada a lenta internalizagao
dos ETRs para o citosol, como sugerido por Wang et al. (2014, 2016, 2019). Para provar isso,
nds adicionamos EGTA, um quelante que forma complexos estdveis tanto com ETRs quanto
com o Ca®* (TEI et al., 2010), de modo a evitar a entrada de ETRs no simplasto e, portanto,
evitar o remodelamento das EPCS. Em paralelo, tratamentos apenas com EGTA e BAPTA
(BRAULT et al., 2004; NAKAGAWA et al., 2007), um outro quelante de Ca?* extracelular,
foram realizados a fim de verificar se a deple¢do de Ca®* promoveria altera¢do no arranjo das
EPCS (Fig.4). A suplementacdio com EGTA mostrou-se eficaz no impedimento do
remodelamento das EPCS em tratamentos com La** e Gd** (Fig. 5) e a deplecdo de Ca**
apoplastico induzida por EGTA e BAPTA, apds 16 h de tratamento, gerou um aumento de
apenas 1,5 a 1,8 vezes no numero de “pontos” de SYT1. Estes resultados sugerem que a

internalizacio de ETRs, e ndo a baixa concentracdo de Ca®*, é responsdvel por induzir a

reorganizacao das EPCS.
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Figura 4 - Padrdo de organiza¢do da proteina SYT1 em células epidérmicas de cotilédones de Arabidopsis
thaliana. A-E: Imagens de microscopia confocal. A: tratamento controle. B: em deplegdo de Ca** extracelular
(5mM EGTA). C: em 250uM BAPTA. D-E: na presenca de elementos de terras raras (500uM LaCl; em D, 500 uM
GdCl; em E). F: Quantificacdo do sinal cortical de SYT1-GFP. Letras diferentes indicam diferenga estatistica
significativa usando teste Tukey (P<0.05). Barra = 20 pum. Imagens publicadas em Lee et al. (2020).
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Figura 5 - Padrao de distribuicao de SYT1-GFP em células epidérmicas cotiledonares de plantulas de Arabidopsis
thaliana crescidas em meio controle (A) ou suplementado com LaClz (B), GdCl; (C), EGTA (D), ou as
combinag¢des de EGTA e LaCl; (E) ou EGTA e GdCl; (F). G: Quantificacao do sinal cortical de SYT1-GFP. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica significativa usando teste Tukey (P<0.05). Barra = 20 pum. Imagens
publicadas em Lee et al. (2020).

As proteinas SYT possuem trés dominios: um transmembrana, afixado no RE; um de
transferéncia de moléculas; e dois subdominios conservados com alta afinidade ao Ca**, 0 C2A
e o C2B (SCHAPIRE et al., 2008). Associado a isso, o fato de SYTs em mamiferos serem
sensiveis a mudangas na concentracio de Ca’" citosélico (SAHEKI; DE CAMILLI, 2017)
corrobora a ideia de que a sinalizacdo pelo Ca** possa influenciar a localizag¢io e a dinAmica de
proteinas SYT. O uso do marcador GCaMP3 (TIAN et al., 2009), um sensor de Ca’* baseado
na calmodulina, mostra que, para o tratamento com Al**, ndo foi possivel identificar variacdo
na concentracio de Ca** citosélico, apés 16h de exposicio (Fig. 6). Entretanto, nos tratamentos
com La** e Gd**, o sinal de fluorescéncia de GCaMP3 foi de 2 a 3 vezes mais intenso apés 16
h de exposicao (Fig. 7). O tratamento combinado de ETRs com a adi¢ao de EGTA levou a um
resultado semelhante ao encontrado para o tratamento controle, evidenciando que o sinal de
fluorescéncia observado para GCaMP3 € oriundo da lenta internalizacdo dos ETRs, os quais
podem agir como substitutos do Ca** e podem se ligar a dominios com afinidade pelo fon

(MILLS; JOHNSON, 1985; WANG et al., 2016; YE et al., 2005).
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Figura 6 - Imagens de fluorescéncia de plantulas de Arabidopsis thaliana expressando o sensor de Ca”* GCaMP3.
A-D: Plantulas com e sem a adi¢do de Al ao meio, no tempo 0 e apds 16h de exposicdo. A atividade do sensor de
Ca?* ¢ vista pela intensidade de cor, conforme a escala de 0 a 159. E: Quantifica¢do da fluorescéncia de GCaMP3
relativa ao tratamento controle, no tempo 0.
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Figura 7 - Imagens de fluorescéncia de plantulas de Arabidopsis thaliana expressando o sensor de Ca?* GCaMP3.
A-F: Plantulas ap6s 16h em meio controle (A) ou suplementado com LaCl; (B), GdCl; (C), EGTA (D), ou as
combinac¢des de EGTA e LaCl; (E) ou EGTA e GdCl; (F). A atividade do sensor de Ca?* é vista pela intensidade
de cor, conforme a escala apresentada. G: Quantificagdo da fluorescéncia de GCaMP3 relativa ao tratamento
controle. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa usando teste Tukey (P<0.05). Barra =5 mm.
Imagens publicadas em Lee et al. (2020).
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Ishikawa et al. (2018) propuseram que SYT1 responde a uma diminui¢do, em vez de a
um aumento na concentracdo de Ca?* citosélico, devido a atividade do La** como bloqueador
do canal de Ca** na membrana plasmética. Entretanto, os resultados deste trabalho mostram
que, em tratamentos de longo prazo, ETRs sdo internalizados e sdo capazes de mimetizar sinais
intracelulares de Ca%*. Ao contrdrio dos tratamentos com NaCl, os quais levaram a uma
expansdo das EPCS dentro de poucas horas (LEE et al., 2019), aqui € sugerido que, uma vez
internalizados, ETRs s@o capazes de promover mudancas lentas na comunicacio entre reticulo
endoplasmatico e membrana plasmatica. Este efeito pode ocorrer tanto por meio da ativacao da
sinalizag¢do da calmodulina ou mesmo por ligacdo direta dos elementos aos dominios de ligacao
de SYT1, uma vez que, in vitro, os ETRs podem atuar como reguladores alostéricos da atividade
das calmodulinas (MILLS; JOHNSON, 1985; WANG et al., 2016) e de proteinas contendo
dominios C2 (ESSEN et al., 1997).

Enquanto o tratamento com Al** levou ao actimulo significativo tanto de PI(4)P e
PI(4,5)P2 na membrana plasmadtica (Fig. 3), o tratamento com La** induziu o aumento do sinal
de fluorescéncia de PI(4)P, mas ndo levou ao acumulo de PI(4,5)P> (Fig. 8). Mudangas na
proporcdo de inositois fosfato na membrana plasmdtica podem influenciar sua superficie
eletrostatica (SIMON et al., 2016) e regular a afinidade de componentes da proteina SYT1 em
se ligar a membrana. Em plantulas de Arabidopsis expostas ao estresse salino, o acimulo de
ambos os P1(4)P e P1(4,5)P; esteve associado a reorganizagdo das EPCS (SIMON et al., 2016).
Entretanto, embora P1(4,5)P> seja comumente acumulado na membrana plasmatica em resposta
a estresses abioticos (QIAN et al., 2022), os resultados deste trabalho sugerem que PI(4)P seja
o principal atuante na determinag@o do campo eletrostitico da membrana, ja que foi suficiente

para o rearranjo pontoado em resposta ao estresse por LaCls.
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Figura 8 - Células epidérmicas de cotilédones de Arabidopsis thaliana expressando o marcador CITRINE-
1xPHFAPP| com e sem 500uM de LaCl; ap6s 16h de tratamento. A-B: Imagens de microscopia confocal. A:
Controle. B: Aumento na frequéncia relativa de PI(4)P apds tratamento com LaCls. C: Quantificagdo da
fluorescéncia relativa do marcador CITRINE-1xPHFAPP. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
significativa usando teste Tukey (P<0.05). Barra = 20 pum. Imagens publicadas em Lee et al. (2020).

Conclusao

Os resultados mostram que os cations induziram a reorganizacao das EPCS, de modo a
aumentar a quantidade de pontos de contato entre as membranas. Acredita-se que as respostas
de SYT1 ao estresse por ions trivalentes ndo sejam guiadas por uma resposta rapida associada
a alteracdes na concentracdo de cdlcio citos6lico, mas sim, como uma consequéncia de
respostas adaptativas celulares a longo prazo. O remodelamento exige a modificacio lenta na
composi¢do lipidica da membrana plasmatica, com acimulo especialmente de PI(4)P. A
comunicacdo entre reticulo endoplasmético e membrana plasmética ndo se mostrou um

mecanismo de resisténcia essencial em resposta a fons trivalentes.
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CAPITULO I

RESPOSTAS DIFERENCIADAS DE ACESSOS DE Pfaffia glomerata (SPRENG.)
PEDERSEN AO ESTRESSE POR ALUMINIO

Resumo

Em condic¢des de baixo pH, o aluminio (Al) é solubilizado 4 forma Al**, fon potencialmente
fitotoxico e capaz de reduzir significativamente a produtividade de plantas cultivadas sensiveis
ao metal. Pfaffia glomerata é uma espécie nativa que ocorre amplamente no Brasil, onde grande
parte dos solos sdo dcidos (pH < 5.5), apresenta alta variabilidade genética, é propagada de
modo clonal em cultivo in vitro e € altamente pldstica em resposta a estresses abidticos. Na
escassez de informacdo sobre a relacdo de P. glomerata e o Al**, neste estudo, a espécie foi
submetida ao tratamento controle e as concentracdes de 100 e 500 uM de Al em cultivo in vitro,
no intuito de avaliar as respostas de dois acessos (Ac22 e Ac43) a toxidez do Al. Os acessos 22
e 43 apresentaram reducdo gradual no valor de massa seca a medida que a disponibilidade de
Al aumentou no meio de cultivo. Ambos os acessos acumularam Al nas raizes e folhas, mas
principalmente nas raizes (8,524 g kg™! no Ac22 e apenas 2,988 g kg'! no Ac43). Para ambos
0s acessos, o teste histoquimico com Chrome Azurol S detectou o Al nos vactolos e nicleos
de células da folha e na periferia das raizes, principalmente no dpice radicular, onde a
descamacao de células da coifa foi mais intensa. A baixa translocacio de Al para a parte aérea
e o armazenamento do metal em vacuolos garantiram a integridade dos tecidos foliares e a
descamacao de células da coifa apresentou-se como efeito da toxidez do Al, mas também como
mecanismo de resisténcia, por eliminacdo de células com alto teor do metal. Houve variacao
entre acessos na concentragdo de Al acumulado nas raizes e folhas e na intensidade dos efeitos
causados. Nossos resultados endossam a influéncia da variabilidade genética nos padrdes de
resposta das plantas ao estresse e sugerem o Ac22 como o0 mais resistente, uma vez que

acumulou até quatro vezes mais Al que o Ac43 sem que os danos fossem mais severos.

Palavras-chave: Chrome Azurol S. Ginseng brasileiro. Anatomia vegetal. Cultivo in vitro.
Acumulo de Al.
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CHAPTER 11

DIFFERENTIATED RESPONSES OF Pfaffia glomerata (SPRENG.) PEDERSEN
ACCESSIONS TO ALUMINUM STRESS

Abstract

Under low pH conditions, aluminum (Al) is solubilized to form Al**, a potentially phytotoxic
ion capable of significantly reducing the productivity of cultivated plants sensitive to the metal.
Pfaffia glomerata is a native species that occurs widely in Brazil, where most soils are acidic
(pH < 5.5), has high genetic variability, is clonally propagated in in vitro culture and is highly
plastic in response to abiotic stresses. Due to the scarcity of information on the relationship

between P. glomerata and Al**

, in this study, the species was submitted to the control treatment
and to concentrations of 100 and 500 uM of Al in in vitro culture, in order to evaluate the
responses of two accessions (Ac22 and Ac43) to Al toxicity. Accessions 22 and 43 showed a
gradual reduction in the dry mass value as Al availability increased in the culture medium. Both
accessions accumulated Al in the roots and leaves, but mainly in the roots (8.524 g kg™ in Ac22
and only 2.988 g kg™! in Ac43). For both accessions, the histochemical test with Chrome Azurol
S detected Al in the vacuoles and nuclei of leaf cells and on the periphery of the roots, mainly
at the root apex, where the desquamation of cap cells was more intense. The low translocation
of Al to the shoot and the storage of the metal in vacuoles ensured the integrity of leaf tissues
and the desquamation of cells from the cap was presented as an effect of Al toxicity, but also
as a resistance mechanism, by eliminating cells. with high metal content. There was variation
between accessions in the concentration of Al accumulated in the roots and leaves and in the
intensity of the effects caused. Our results support the influence of genetic variability on plant
response patterns to stress and suggest Ac22 as the most resistant, since it accumulated up to

four times more Al than Ac43 without the damage being more severe.

Keywords: Chrome Azurol S. Brazilian ginseng. Plant anatomy. In vitro culture. Al

accumulation.
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Introducao

A acidificagdo dos solos € um processo natural que tem sido significativamente
acelerado pela acdo antrépica, devido a atividades industriais e agricolas que aumentam a
deposicao de nitrogénio e enxofre no solo (GOULDING, 2016; MENG et al., 2019; RAZA et
al., 2021). Este problema — de cardter global — pode levar a alteracdes substanciais na
diversidade da microbiota, como também prejudicar o estabelecimento de espécies vegetais e
limitar a produtividade agricola (BRUNNER; SPERISEN, 2013; XIAO et al., 2020). Uma das
maiores preocupagdes associadas a acidez dos solos € o aumento da saturagdo de aluminio
trocavel (AI*"). Este fon é potencialmente fitotéxico, capaz de inibir o crescimento radicular
dos vegetais e, por consequéncia, comprometer a absorcdo de nutrientes e processos
metabdlicos (HEDE; SKOVMAND; LOPEZ-CESATI, 2001; VITORELLO; CAPALDI;
STEFANUTO, 2005). A toxidez do Al constitui um dos principais fatores limitantes da
produtividade agricola em solos dacidos na atualidade (HEDE; SKOVMAND; LOPEZ-
CESATI, 2001; KOCHIAN; HOEKENGA; PINEROS, 2004).

Diversas espécies de interesse econdmico — como soja, sorgo, milho e arroz — sio
amplamente exploradas no estudo de respostas ao estresse por Al, principalmente por
permitirem a comparagdo entre gendtipos sensiveis e resistentes da mesma espécie
(KOLLMEIER; FELLE; HORST, 2000; SILVA et al., 2020a; TOO et al., 2014; YANG et al.,
2008). Pfaffia glomerata (Amaranthaceae), planta nativa popularmente conhecida como
ginseng-brasileiro, € a espécie de maior importancia medicinal e comercial do género Pfaffia
(NASCIMENTO et al., 2007; VIGO et al., 2004). Ela ocorre amplamente no Brasil, onde mais
de 80% dos solos sdo acidos (MENG et al., 2011), e tem acdo comprovada no relaxamento
fisico e mental (LORENZI; MATOS, 2021; RATES; GOSMANN, 2002; VIGO; NARITA;
MARQUES, 2003), no tratamento de distirbios gastrointestinais (FREITAS et al., 2004),
apresenta efeito anti-inflamatdrio e analgésico (NETO et al., 2005), além de atuar no tratamento

de diabetes e reumatismo (MAGALHAES, 2002).

A exploracdo extrativista desordenada e a comercializagdo das raizes de P. glomerata
para o uso fitoterdpico pdem em risco a variabilidade genética da espécie, reunida hoje em
diversos bancos de germoplasma (ALVES et al., 2006; CORREA et al., 2016; KAMADA et
al., 2009). E, portanto, uma espécie com ampla variedade de acessos e passivel de ser cultivada
em laboratério por meio da propagacio clonal, o que permite o fornecimento de um material
vegetal homogéneo para a sua aplicacdao em estudos cientificos. P. glomerata tem-se mostrado

responsiva a diversos fatores ambientais, como qualidade de luz (FELIPE et al., 2019a;
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FORTINI et al., 2020; SILVA et al., 2020b), concentragcdes de CO2 (LOUBACK et al., 2021) e
estresse salino (FELIPE et al., 2019b). Além disso, tem sido alvo de estudos para aplicacdo na
fitorremediacdo de ambientes contaminados, uma vez que tolera altas concentra¢des de metais
pesados no solo (CALGAROTO et al., 2011; GOMES et al., 2012; SKREBSKY et al., 2008) e
apresenta alta adaptabilidade a condigdes climéticas e edéficas distintas (MAGALHAES, 2002;
MARCHIORETTO; MIOTTO; SIQUEIRA, 2010).

Apesar de ser objeto de estudo de tantos trabalhos, as informacdes sdo altamente
escassas sobre as respostas de P. glomerata ao estresse por Al — problema edéfico de relevancia
atual (CARCAMO etal., 2019; GUO et al., 2018; MA; CHEN; SHEN, 2014; NUNES-NESI et
al., 2014; POSCHENRIEDER, 2015; ZHANG et al., 2019). Maldaner et al. (2015) relataram
reducgdo nas varidveis de crescimento dos acessos BRA e JB/UFSM de P. glomerata, quando
expostos a altas concentracdes de Al, e revelaram o acimulo de Al significativamente maior
nas raizes do que nas folhas. Entretanto, diante da variabilidade genética de P. glomerata e das
facilidades de aplicacdo laboratorial da espécie, as informacgdes sobre a toxidez do Al sdo
escassas e podem ainda ser vastamente exploradas. Neste trabalho, buscou-se determinar a
distribuicao do Al, a nivel tecidual, no corpo da planta e avaliar as respostas morfoldgicas e
anatomicas de dois acessos de P. glomerata (Ac22 e Ac43) ao estresse por Al, estabelecido em

cultivo in vitro.

Material e Métodos

Obtengdo de material vegetal e cultivo in vitro

Os acessos 22 e 43 de Pfaffia glomerata, ambos diploides, foram obtidos a partir da cole¢cdo de
germoplasma do Laboratério de Cultura de Tecidos (LCT) do Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecudria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vicosa (UFV). O voucher
foi depositado no Herbario Leopoldo Krieger (UFJF, Juiz de Fora, MG, Brazil) sob o nimero
CESJ 63317 e a licenca junto ao Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do

Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN), estd sob cadastro n® AA2A367.

Trés segmentos nodais (~1,5 cm de comprimento) foram inoculados em cada frasco de vidro
(capacidade 600 mL) contendo 100 mL de meio liquido MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
suplementado com 100 mg L' de mio-inositol e 3% sacarose (p/v). Um suporte de
polipropileno, confeccionado a partir de copos descartdveis, foi utilizado para apoiar os

explantes, conforme exemplificado na figura 1. O pH do meio foi ajustado para 4,5 e duas
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concentracdes de Al (100 e 500 uM) foram filtroesterelizadas e acrescentadas ao meio depois
da autoclavagem (1,5 atm, 120 °C, 20 min). Um controle, com a auséncia de Al (0 uM) foi
realizado em paralelo. Os frascos foram fechados com tampa de polipropileno com duas
membranas, confeccionadas conforme protocolo de Saldanha et al. (2012), as quais permitiram
trocas gasosas com o meio externo. O cultivo dos explantes foi realizado por 40 dias em sala
de crescimento com temperatura de 25+2°C e fotoperiodo de 16 h, sob intensidade luminosa de

35 umol m2 s! provida por 14mpadas fluorescentes (Sylvania HO TLT, Sdo Paulo, Brasil).

Figura 1 - Unidade experimental composta por trés explantes de Pfaffia glomerata
apoiados em suporte de polipropileno e cultivados em meio liquido MS.

Avaliacdo da estrutura da raiz

A analise morfoldgica do sistema radicular (n = 10) foi realizada por meio do sistema WinRhizo
Pro (Régent Instr. Inc.), acoplado a um scanner profissional Epson XL 10000 equipado com
unidade de luz adicional (TPU) do Laboratério de Milho-Pipoca (UFV). As raizes foram
dispostas em uma cuba de acrilico de 20 cm de largura por 30 cm de comprimento contendo
dgua e, a partir das imagens obtidas, foram gerados dados de comprimento total de raiz (cm),

area de superficie (cm?), didmetro médio (cm?) e volume total (cm3).

Massa seca
Todas as folhas e raizes das plantas de ambos os acessos (n = 10) foram coletadas em sacos de
papel e desidratadas em estufa a 70°C, até que atingissem peso seco constante. Posteriormente,

foram pesadas em balanca de precisdo, para fins de quantificacdo da matéria seca.
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Quantificacdo de aluminio

A determinacdo da concentracdo de Al foi feita em amostras compostas, nas quais 0,2 g de
folhas e raizes desidratadas foram trituradas manualmente a dimensdes menores que 1 mm. Os
extratos foram obtidos a partir da digestdo em solu¢do nitroperclérica (MALAVOLTA; VITTI;
OLIVEIRA, 1989) e o teor de Al foi determinado em espectrometro de emissdo atdmica com
plasma indutivamente acoplado (ICP-OES, Optima 7300 DV PerkinElmer, Inc. Shelton, CT,
USA).

Microscopia de luz

Amostras de folhas do terceiro n6 (n = 5), completamente expandidas, e amostras do apice
radicular (n = 5) foram fixadas em FAAS50 (Johansen, 1940), desidratadas em série etilica,
incluidas em glicolmetacrilato (Historesin, Leica Instruments, Heidelberg, Alemanha) e
seccionadas transversalmente (5 um de espessura) em micrétomo rotativo de avango
automdtico (modelo RM?2155, Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA). Para a
histolocalizag¢do do Al utilizou-se o reagente Chrome Azurol S 0,5% (KUKACHKA; MILLER,
1980), mantendo-se os cortes imersos por 60 min no reagente. Posteriormente, as [aminas foram
lavadas em 4gua destilada, secas e montadas em Permount. As observacdes e a documentacao
fotografica foram realizadas em fotomicroscopio (modelo AX70 TRF,Olympus Optical,
Toquio, Japdo) com camera digital acoplada (Zeiss AxioCam HR3, Zeiss, Gottingen,
Alemanha). Foi realizado um controle em paralelo ao teste histoquimico, no qual as sec¢des
nio foram submetidas ao reagente Chrome Azurol S 0,5%. As andlises anatdmicas foram
realizadas no Laboratoério de Anatomia e Morfogénese de Plantas do Departamento de Biologia

Vegetal da Universidade Federal de Vigosa.

Andlise estatistica

O delineamento foi fatorial (com dois acessos e trés tratamentos), com 10 repeticdes por
tratamento. A unidade experimental consistiu em um frasco, cada um com trés explantes. Os
dados foram submetidos a ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de

significancia.

Resultados e Discussao
Apos exposicdo ao Al, os acessos 22 e 43 de Pfaffia glomerata acumularam Al nas
raizes e folhas, mas principalmente em suas raizes, conforme constatado também por Maldaner

et al. (2015) para os acessos BRA e JB/UFSM (Tab. 1). O acesso 22, no tratamento com 500
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uM de Al, apresentou valor oito vezes maior que o tratamento controle, enquanto o acesso 43,
sob mesmo tratamento, acumulou apenas duas vezes mais que o controle. Apesar da
translocacdo do Al pelo corpo da planta, a concentracdo de Al foi menor que 1 g kg™ nas folhas,
0 que caracteriza P. glomerata como uma espécie ndo acumuladora de Al (JANSEN;

WATANABE; SMETS, 2002).

Tabela 1 — Quantificagdo de Al na massa seca de raizes e folhas de Pfaffia glomerata apés 40 dias de exposicao
ao tratamento com Al

Acesso th;/{m;tll)to Al (g kg
Raizes Folhas
0 0,060 0,014
22 100 0,610 0,057
500 8,524 0,200
0 0,097 0,011
43 100 0,443 0,043
500 2,988 0,190

A presenca de Al no meio de cultura levou a redugdo progressiva na massa seca de
folhas e raizes dos acessos 22 e 43 de P. glomerata, resultado comprovado tanto visualmente
(Fig. 2) quanto quantitativamente (Fig. 3). A redu¢do no crescimento em resposta ao estresse
por Al foi demonstrada em outros estudos (GUO et al., 2018; PHUKUNKAMKAEW et al.,
2022; SAGALA et al., 2018; SALAZAR-CHAVARRIA; SANCHEZ-NIETO; CRUZ-
ORTEGA, 2020; ZISHIRI et al., 2022) e foi reportada também para os acessos BRA e
JB/UFSM de P. glomerata (MALDANER et al., 2015).

A toxidez do Al comprometeu de modo significativo o desenvolvimento de plantas
expostas a 500 uM de Al; entretanto, sob 100 pM de Al, ambos os acessos apresentaram um
aumento visual no comprimento, drea e volume das raizes (Fig. 4). Algumas plantas nativas,
adaptadas a solos 4cidos, apresentam induc¢do do crescimento quando o Al € administrado em
baixas concentracdes (BOJORQUEZ-QUINTAL et al., 2017) e o mesmo pode ser observado
em algumas espécies de interesse econdmico, como o arroz (FAMOSO et al., 2011; MORENO-
ALVARADO et al., 2017), o milho (em que o crescimento foliar foi induzido) (WANG et al.,
2015) e a soja (YU et al., 2011). Embora ndo tenha sido estatisticamente comprovado, o

resultado deste estudo € indicativo de que, em baixas concentragdes, o estresse por Al pode
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exercer um papel estimulante no aumento de biomassa de P. glomerata, e um ensaio futuro com

baixas doses de Al € recomendado.

Acesso 22 Acesso 43

Figura 2 - Redugfo no crescimento dos acessos 22 e 43 de Pfaffia glomerata apds 40 dias de exposicdo ao
tratamento com Al. Barra=1 cm.
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Figura 3 - Reducgdo na massa seca dos acessos 22 e 43 de Pfaffia glomerata apés 40 dias de exposicdo ao
tratamento com Al, nas concentracdes 0, 100 e 500 pM. As barras representam o desvio padrdo. Letras diferentes
indicam diferenca significativa pelo teste Tukey a 5%. Letras mintisculas comparam entre as diferentes

concentragdes de Al no mesmo acesso, letras maiisculas comparam entre acessos sob a mesma concentragdo de
Al
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Figura 4 - Efeito do Al sobre as raizes dos acessos 22 e 43 de Pfaffia glomerata apés 40 dias de exposicdo ao
tratamento com Al, nas concentracdes 0, 100 e 500 uM. As barras representam o desvio padrdo. Letras diferentes
indicam diferenca significativa pelo teste Tukey a 5%. Letras mindsculas comparam entre as diferentes
concentragdes de Al no mesmo acesso, letras maidisculas comparam entre acessos sob a mesma concentragdo de
Al

A quantidade de Al translocada para as folhas de P. glomerata nao foi suficiente para
gerar modificagdes estruturais. Células da epiderme, do parénquima palicddico e lacunoso
apresentaram-se sauddveis (Fig. 5), com formato regular, e sintomas tipicos de toxidez em
plantas sensiveis, como alteracdes celulares e ultraestruturais, clorose e necrose (VITORELLO;
CAPALDI; STEFANUTO, 2005), ndo foram detectados. A excecdo de plantas acumuladoras
de Al (BRUNNER; SPERISEN, 2013; JANSEN; WATANABE; SMETS, 2002;
WATANABE; OSAKI, 2002), a translocacdo do metal para a parte aérea costuma ser baixa
(VITORELLO; CAPALDI; STEFANUTO, 2005), principalmente em condi¢des de alta

umidade, como no cultivo in vitro de Ac22 e Ac43. Considerando que o Al € translocado de
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acordo com o fluxo transpiratério (CARR et al., 2003; SHEN; MA, 2001), € esperado que baixo

teor de Al seja detectado na parte aérea de plantas com baixa taxa de transpiragao.

Embora cerca de 70 a 90% do Al na célula seja acumulado na parede celular (MA et al.,
2004; SINGH et al.,, 2017), o teste histoquimico com o Chrome Azurol S indicou o
armazenamento de Al em vacuolos de folhas de P. glomerata. A compartimentalizacdo do
metal é reconhecidamente uma estratégia das plantas em resposta ao estresse por Al, levando a
preservacdo de componentes celulares (BRUNNER; SPERISEN, 2013; SINGH et al., 2017;
WAGATSUMA et al., 2015; WATANABE; OSAKI, 2002). Este resultado sugere um
mecanismo interno de detoxificacdo empregado por P. glomerata, promovendo o isolamento

do metal.

— Controle 100 uM Al 500 uM Al
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Figura 5 - Folhas de Pfaffia glomerata submetidas ao teste histoquimico com Chrome Azurol S para detec¢do
de Al (cortes transversais em microscopia de luz). A reacéo positiva é indicada pela coloragido azul. A-C:
Acesso 22; D-F: Acesso 43, ap6s 40 dias de exposigdo a 0, 100 e 500 uM Al. Barra = 50um.

No épice radicular, regido de maior sensibilidade a toxidez do Al (VITORELLO;
CAPALDI; STEFANUTO, 2005; ZHANG et al., 2014), foi observada intensa descamacgao da
coifa (Fig. 6). Nesta regido, a planta pode apresentar uma variedade de mecanismos de
resisténcia, conhecidos como mecanismos de exclusio, capazes de evitar a penetracao do Al no
simplasto por meio da complexacdo com dcidos organicos, aumento de pH da rizosfera,
secrecio de mucilagem e ligacio do metal a pectinas na parece celular (BOJORQUEZ-

QUINTAL et al., 2017; SINGH et al., 2017). O teste com o Chrome Azurol S detectou a
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presenca de Al principalmente no entorno do édpice radicular, sugerindo a descamagdo mais
intensa de células como um efeito da toxidez, mas também como um mecanismo de resisténcia
apresentado por P. glomerata. De forma andloga, as células de borda — células que se separam
e que ficam no entorno dos dpices radiculares (BOJ ()RQUEZ—QUINTAL et al., 2017; IIJIMA;
BARLOW; BENGOUGH, 2003) — aumentam a resisténcia de algumas espécies ao Al por meio
da secrecdo de mucilagem, pela indu¢do de morte celular programada e pela imobilizacdo do
metal em suas paredes (MIYASAKA; HAWES, 2001; TAMAS et al., 2005; YU et al., 2009).
O beneficio da mucilagem secretada pelas células de borda tem sido demonstrado em feijao
(MIYASAKA; HAWES, 2001), milho (FENG LI et al., 2000), ervilha (YU et al., 2009) e arroz
(CAletal., 2011).

— Controle 100 uM Al 500 uM Al

)

Acesso 43 —— —— Acess0 22 —

Figura 6 - Apices radiculares de Pfaffia glomerata, ap6s exposicdo a 0, 100 e 500 uM Al, submetidos ao teste
histoquimico com Chrome Azurol S para deteccdo de Al (Cortes longitudinais em microscopia de luz). A reagcao
positiva € indicada pela coloragdo azul. A-C: Acesso 22; D-F: Acesso 43. Barra = 100pm.

Notavelmente, o Al foi detectado nos ntcleos das células do dpice radicular de P.
glomerata, tanto do tratamento controle quanto dos tratamentos com excesso de Al. Mesmo em
baixas concentragdes no solo, o acimulo de Al tem sido relatado em nticleos de células vegetais
(EEKHOUT; LARSEN; VEYLDER, 2017; KOPITTKE et al., 2016). A ligacdo do A" as
cargas negativas do esqueleto fosfodiéster do DNA podem resultar em rigidez da molécula,
dificultar o desenrolamento da dupla hélice durante a replicacdo e, a longo prazo, causar
redu¢do no crescimento do o6rgdo radicular (EEKHOUT; LARSEN; VEYLDER, 2017;
KOCHIAN; PINEROS; HOEKENGA, 2005), como observado aqui. O mesmo resultado foi
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reportado para plantas de outros acessos de P. glomerata no tratamento controle de exposi¢ao
ao Al (MALDANER et al., 2015). Apesar deste resultado, a proporcionalidade direta observada
entre a absorc¢ao do metal pela planta e a concentragao disponibilizada no meio subsidia e valida

os demais resultados obtidos.

Embora os efeitos causados pela toxidez do Al para os acessos 22 e 43 tenham sido os
mesmos, houve variag@o na intensidade em que ocorreram e também no acumulo diferenciado
do metal nas raizes e folhas dos acessos. Estes resultados endossam a influéncia da variabilidade
genética nos padrdes de resposta das plantas ao estresse (YANG et al., 2005; TABALDI et al.,
2009; CASTILHOS et al., 2011) e sugerem o acesso 22 como 0 mais resistente, uma vez que
acumulou até quatro vezes mais Al que o acesso 43 sem que os danos fossem mais severos.
Ainda que o maior interesse do trabalho seja em analisar as respostas de P. glomerata ao
estresse por Al, € importante salientar que as raizes de Pfaffia sdo utilizadas no preparo de cha
e que o Al, ao circular na cadeia alimentar, se torna uma ameaga para a saide humana
(ASHENEEF, 2014; EXLEY, 2003; FERREIRA et al., 2008). A ingestdo de Al pode causar
sérios problemas aos humanos, estando associada a deméncia, ao Mal de Alzheimer e
encefalopatia (EXLEY, 2003; FERREIRA et al., 2008; MEHRA; BAKER, 2007; YOKEL,

2000), ressaltando-se o alerta para o consumo de chds a partir de suas raizes.

Conclusao

Os acessos 22 e 43 de P. glomerata apresentaram padrdao semelhante de resposta ao
estresse por Al, entretanto, Ac22 acumulou quatro vezes mais Al nas raizes que Ac43 sem que
os sintomas de toxidez fossem mais intensos. A baixa translocacio de Al para a parte aérea e a
compartimentalizacdo do metal em vactiolos garantiram a integridade dos tecidos foliares em
ambos os acessos. Nas raizes, a intensa descamacao das células da coifa apresentou-se como
efeito de toxidez do Al, mas também como mecanismo de resisténcia, eliminando células com
alto teor de Al e, por consequéncia, protegendo células do meristema nas raizes. Os resultados
deste trabalho endossam a influéncia da variabilidade genética nos padrdes de resposta das
plantas ao estresse e a comparacao entre os acessos 22 e 43 € indicada em trabalhos futuros com

excesso de Al.
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CAPITULO III

POLIPLOIDIA EM Pfaffia glomerata (SPRENG.) PEDERSEN ELEVA A
CAPACIDADE DE DEFESA ANTIOXIDANTE EM RESPOSTA AO ESTRESSE POR
ALUMINIO

Resumo

A poliploidia € caracterizada pela presenca de multiplas copias do genoma inteiro na célula e
ocorre comumente em plantas. Em condi¢des de estresse, os poliploides apresentam maior
resisténcia que seus antecessores diploides, entretanto, o conhecimento sobre o efeito da
poliploidia sobre mecanismos fisiol6gicos e moleculares permanece impreciso. Neste estudo, o
acesso diploide A22 e seu derivado autopoliploide P28 de Pfaffia glomerata foram submetidos
ao tratamento controle ou a 500 uM Al. Apds 30 dias de exposi¢do ao Al, ambos os citotipos
apresentaram reducao significativa no comprimento de raiz, mas apenas a matéria seca foliar
de A22 reduziu significativamente. No diploide A22, o teste histoquimico com Chrome Azurol
S detectou Al em agregados de aspecto precipitado na periferia das raizes e em associacao com
tecido radicular necrosado; houve maior descamacdo de células da coifa; e, na célula, a reacio
foi positiva nos nudcleos. Comparativamente, no poliploide P28, a presenca de Al no entorno
das raizes ndo foi tdo marcante quanto em A22 e a descamacgao da coifa foi menos intensa. Nas
folhas, o Al foi detectado no vactiolo em A22, e em P28 ndo foi detectada a presenca do metal.
Os valores Fv/Fm, NPQ e ETR evidenciaram que ndo ha limitacdao fotoquimica no processo
fotossintético de nenhum dos citétipos, mesmo no tratamento com 500 uM Al, mas A22
apresentou reducdo significativa na taxa fotossintética. A atividade das enzimas do sistema
antioxidante (CAT, APX e SOD) foi significativamente maior nas raizes do poliploide P28 em
resposta ao estresse por Al, ao passo que o diploide A22 apresentou maior atividade apenas de
SOD nas raizes. Nas folhas, apenas o poliploide P28 apresentou maior atividade da enzima
SOD. A poliploidia induzida de P. glomerata mostrou-se eficiente na criagdo de um genotipo
mais resistente ao estresse por Al que o seu antecessor diploide A22. A tolerancia de P28 esta
diretamente associada a atuacdo de enzimas do sistema antioxidante, enquanto A22 apresentou

mecanismos fisicos de evitagdo ao Al.

Palavras-chave: Cultivo in vitro. Ginseng brasileiro. Anatomia vegetal. Metabolismo.

Fotossintese. Histoquimica.
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CHAPTER III

POLYPLOIDIA IN Pfaffia glomerata (SPRENG.) PEDERSEN INCREASES
ANTIOXIDANT DEFENSE CAPACITY IN RESPONSE TO ALUMINUM STRESS

Abstract

Polyploidy is characterized by the presence of multiple copies of the entire genome in the cell
and commonly occurs in plants. Under stress conditions, polyploids show greater resistance
than their diploid predecessors, however, the knowledge about the effect of polyploidy on
physiological and molecular mechanisms remains imprecise. In this study, the accession diploid
A22 and its autopolyploid P28 of Pfaffia glomerata were subjected to control treatment or to
500 uM Al. After 30 days of Al exposure, both cytotypes showed a significant reduction in root
length, but only A22 leaf dry matter significantly reduced. In diploid A22, the histochemical
test with Chrome Azurol S detected Al in precipitated aggregates on the periphery of the roots
and in association with necrotic root tissue; there was greater desquamation of the cap cells;
and, in the cell, the reaction was positive in the nuclei. Comparatively, in the P28 polyploid, the
presence of Al around the roots was not as marked as in A22 and the desquamation of the cap
was less intense. In the leaves, Al was detected in the vacuole in A22, and in P28 the presence
of the metal was not detected. The Fv/Fm, NPQ and ETR values showed that there is no
photochemical limitation in the photosynthetic process of any of the cytotypes, even in the
treatment with 500 uM Al, but A22 showed a significant reduction in the photosynthetic rate.
The activity of the antioxidant system enzymes (CAT, APX and SOD) was significantly higher
in the P28 polyploid roots in response to Al stress, while the A22 diploid showed higher activity
only of SOD in the roots. In leaves, only the P28 polyploid showed higher activity of the SOD
enzyme. The induced polyploidy of P. glomerata proved to be efficient in creating a genotype
more resistant to Al stress than its diploid predecessor A22. The tolerance of P28 is directly
associated with the action of enzymes of the antioxidant system, while A22 showed physical

mechanisms to avoid Al.

Keywords: In vitro culture; Brazilian ginseng. Plant anatomy. Metabolism. Photosynthesis.

Histochemistry.
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Introducao

A poliploidia € caracterizada pela presenca de multiplas copias do genoma inteiro na
célula e ocorre comumente em plantas (CHEN, 2010; SCHOLES; PAIGE, 2015). Organismos
poliploides podem ser rapidamente removidos da populacdo por uma instabilidade gendmica e
anormalidades mitéticas e meidticas, entretanto, para quase todas as linhagens de angiospermas
e samambaias, hd evidéncias de eventos de duplicacio do genoma na ancestralidade
(SCHOLES:; PAIGE, 2015; VAN DE PEER et al., 2021). A varia¢do genética aumentada destes
organismos — ou populagdes — frequentemente estd associada a maior resisténcia a ambientes
extremos (VAN DE PEER et al., 2021; VAN DE PEER; MAERE; MEYER, 2009; VAN DE
PEER; MIZRACHI; MARCHAL, 2017) e, do ponto de vista agricola, a poliploidia &
considerada como a chave para a domesticacdo de cultivares e para a evolucdo da resisténcia

ao estresse (RENNY-BYFIELD; WENDEL, 2014; VAN DE PEER et al., 2021).

O sucesso ecoldgico da poliploidia levou a exploracdo e criagdo de organismos
poliploides com maior valor econdmico, o qual estd associado ao aumento de biomassa e
melhor qualidade e digestibilidade de graos (RAUF et al., 2021). Em condi¢des de estresse, 0s
poliploides apresentam maior resisténcia a seca (CHANDRA; DUBEY, 2010; DENG et al.,
2012), ao frio (DENG et al., 2012; SUGIYAMA, 1998), a luz UV (NIWA; SASAKI, 2003), ao
estresse salino (SALEH et al., 2008), ao déficit nutricional (DENG et al., 2012) e ao aluminio
(Al) (ANWAR, 2007), quando comparados com seus antecessores diploides. Em reposta ao
estresse por Al, o triticale octaploide — um hibrido obtido a partir do trigo hexaploide e do
centeio diploide — apresentou maior resisténcia que o hexaploide — obtido a partir do trigo
tetraploide e do centeio diploide, ressaltando a importancia de exploragdo da variabilidade

genética na resisténcia das plantas a fatores de estresse (RYAN et al., 2018).

O estresse por Al € um dos maiores fatores limitantes da produtividade agricola em solos
4cidos. Isso se deve ao aumento de saturagio de Al** no solo quando o pH é menor que 5.5,
condi¢do encontrada em cerca de 40% das terras ardveis do mundo e em mais de 80% dos solos
do Brasil (HEDE; SKOVMAND; LOPEZ-CESATI, 2001; KOCHIAN; HOEKENGA;
PINEROS, 2004; MENG et al., 2019, 2011; VON UEXKULL; MUTERT, 1995). Diversos
mecanismos de exclusio (evitando a entrada de Al no simplasto) e de tolerancia (por meio de
detoxificac@o interna) ao Al ja foram descritos na literatura (BRUNNER; SPERISEN, 2013;
SINGH et al., 2017). Apesar disso, o conhecimento sobre o efeito da poliploidia sobre
mecanismos fisiol6gicos e moleculares em resposta ao estresse por Al, bem como as mudancgas

adaptativas possivelmente adquiridas, permanece impreciso.
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A espécie Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen (Amaranthaceae) ocorre naturalmente
em todo o territério brasileiro (MING; CORREA, 2002; NICOLOSO et al., 2001). Conhecida
por “ginseng brasileiro”, P. glomerata é uma espécie de ampla aplicacio em formulacdes
cosméticas, complementos alimentares e na farmacéutica (CORREA—J(JNIOR et al., 2006;
CORREA-JUNIOR; MING, 2004) e suas raizes sio majoritariamente exportadas para o Japao
e os Estados Unidos (MING; CORREA, 2002; MONTANARI JR., 2002). A espécie apresenta
uma diversidade de acessos com diferencas significativas entre eles, no que diz respeito ao
acumulo de biomassa, potencial fotoautotréfico e produgao de 20-hidroxiecdisona (20E), seu
principal ingrediente ativo (CORREA et al., 2016; FIGUEIREDO et al., 2002). Além da
variedade em acessos diploides, a poliploidizacdo sintética de P. glomerata (GOMES et al.,
2014) mostrou-se eficiente na producdo de individuos tetraploides com maior potencial

fotoautotréfico e actimulo de biomassa (CORREA et al., 2016).

Visando a aplicabilidade econdmica, diversos trabalhos exploram condi¢des de cultivo
e variadas fontes de estresse que possam levar ao melhor estabelecimento de P. glomerata in
vitro e¢/ou a aumentar a producao de 20E (FELIPE et al., 2019a, 2019b; FORTINI et al., 2020;
LOUBACK et al., 2021; SILVA et al., 2019, 2020). As respostas sdo gendtipo dependentes,
mas € consenso que o equilibrio do sistema antioxidante de P. glomerata constitui um dos
principais mecanismos de resisténcia da espécie. Embora sejam um subproduto comum do
metabolismo, espécies reativas de oxigénio (EROs) podem gerar danos a membranas, proteinas
e dcidos nucleicos se ndo forem rapidamente neutralizadas por enzimas do sistema antioxidante
(APEL; HIRT, 2004; D’AUTREAUX; TOLEDANO, 2007). Em resposta ao tratamento com
Al, diploides de P. glomerata apresentaram aumento na producdo de superoxido dismutase,
peroxidase e catalase em concentracdes entre 50-150 mg L' de Al (MALDANER et al., 2015).
Nao ha dados na literatura sobre o estudo do comportamento de resposta de poliploides de P.

glomerata ao estresse por Al.

Neste estudo, objetivou-se determinar a influéncia da poliploidia nas respostas de P.
glomerata ao Al por meio da quantificacdo de dados relativos ao acimulo de biomassa, como
parametros de crescimento, atividade fotossintética e produc@o de metabdlitos priméarios, além
de determinar o actimulo e a localizagdo de Al nos 6rgdos e tecidos vegetais e verificar a
importancia da atividade de enzimas do sistema antioxidante na resisténcia de citétipos diploide
e tetraploide. Nossos resultados mostram que a poliploidia induzida de P. glomerata mostrou-
se eficiente na criacdo de um gendtipo mais resistente ao estresse por Al que o seu antecessor

diploide A22.
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Material e Métodos

Obtengdo de material vegetal e cultivo in vitro

O acesso 22 (diploide, A22) e seu derivado poliploide artificial 48 (tetraploide, P48) de Pfaffia
glomerata (Spred.) Ped. (Amaranthaceae) foram obtidos a partir da cole¢do de germoplasma
do Laboratério de Cultura de Tecidos (LCT) do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Trés segmentos nodais
(~1,5 cm de comprimento) foram inoculados em cada frasco de vidro (capacidade 600 mL)
contendo 100 mL de meio liquido MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 100
mg L! de mio-inositol, 3% sacarose (p/v) e pH ajustado para 4,5. Um suporte de polipropileno,
confeccionado a partir de copos descartdveis, foi utilizado para apoiar os explantes, conforme
exemplificado na figura 1. Os frascos foram fechados com tampa de polipropileno com duas
membranas para trocas gasosas, confeccionadas conforme Saldanha et al. (2012). O cultivo dos
explantes foi realizado em sala de crescimento climatizada com temperatura de 25+2°C e
fotoperiodo de 16 h, sob intensidade luminosa de 35 pmol m? s! provida por lampadas
fluorescentes (Sylvania HO TLT, Sdo Paulo, Brasil). As plantas foram submetidas ao
tratamento controle (0 uM de Al) e a 500 uM de Al, disponibilizado na forma de AlCl3, do dia

0 ao dia 30, quando foi feita a avaliacao.

Figura 1 - Unidade experimental composta por trés explantes de Pfaffia glomerata

apoiados em suporte de polipropileno e cultivados em meio liquido MS.
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Parametros de crescimento

Para avaliacdo do efeito do Al sobre o crescimento dos citétipos de P. glomerata, foram
analisados os seguintes parametros: massa seca de raiz, caule e folha (g), comprimento total da
parte aérea (cm) e ndmero de folhas. Para obtencao de valores de massa seca, todo o material
vegetal (n = 10) foi coletado separadamente (raiz, caule e folha) em sacos de papel, desidratado
em estufa a 70°C até que atingissem peso seco constante e pesado em balanca de precisdo. Para
andlise no sistema WinRhizo Pro (Régent Instr. Inc.), as raizes (n = 10) foram lavadas em dgua
destilada e dispostas em uma cuba de acrilico de 20 cm de largura por 30 cm de comprimento
contendo agua. A partir das imagens obtidas, foram gerados dados de varidveis de comprimento

total de raiz (cm), drea superficial (cm?), diametro médio (cm) e volume total (cm3).

Localizagdo de aluminio nos tecidos vegetais

Amostras de folhas do terceiro né (n = 5), completamente expandidas, e amostras do dpice
radicular (n = 5) foram fixadas em FAAs5o (JOHANSEN, 1940), desidratadas em série etandlica,
incluidas em glicolmetacrilato (Historesin, Leica Instruments, Heidelberg, Alemanha) e
seccionadas transversalmente (5 um de espessura) em microtomo rotativo de avango
automdtico (modelo RM?2155, Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA). Para a
histolocalizagdo do Al, foi utilizado o reagente Chrome Azurol S 0,5% (Kukachka and Miller
1980), onde os cortes permaneceram imersos por 60 min. Posteriormente, as laminas foram
lavadas em &4gua destilada (5 min), secas e montadas em Permount. As observacdes e a
documentacao fotografica foram realizadas em fotomicroscépio (modelo AX70 TRF, Olympus
Optical, Téquio, Japao) com camera digital acoplada (Zeiss AxioCam HR3, Zeiss, Gottingen,

Alemanha).

Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

As medidas de trocas gasosas e a quantificacio da taxa fotossintética in vitro foram realizadas
em folhas de terceiro n6 completamente expandidas (n = 10) utilizando um sistema com IRGA
adaptado (modelo AQ-S151, Qubit Systems, ON, Canada) proposto por Costa et al. (2014) e
modificado por Chagas (2019) e Chagas et al. (2022). A coleta dos dados foi realizada através
do software LoggerLite (LoggerLite, 1.8.1, Vernier Software & Technology Caliper,
Beaverton). As plantas foram mantidas na auséncia de luz por um periodo de 8 h que
antecederam a andlise. A temperatura e a umidade do ar no frasco foram mensuradas através
do sensor Espec (Thermo Recorder RS-11, Takai Espec Corp.). As medidas de fluorescéncia

inicial (Fp) e fluorescéncia maxima (F,,) foram obtidas com o auxilio de um fluordmetro
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JUNIOR-PAM (Walz, Effeltrich, Germany), apds adaptacdo ao escuro por 30 min, e a razao
F\./F,, sendo F, = Fu-Fy, foi calculada para avaliacdo da eficiéncia quantica maxima do
fotossistema II (PSII). Em folhas adaptadas a luz, foram obtidos valores de fluorescéncia antes
do pulso de saturagao (Fs) e de fluorescéncia maxima (Fn’), a partir dos quais foi calculado o
coeficiente de extin¢gdo ndo fotoquimico [NPQ = (Fi, — Fi’)-1] e taxa de transporte aparente de
elétrons {ETR = [(Fm'-Fs)/Fn']*0,5%1000%0,84}, cujos fatores 0,5, 1200 e 0,84 significam
fracdo de excitacdo distribuida para o FSII, fluxo de fétons fotossinteticamente ativos para
inducdo da fotossintese e fracdo de luz absorvida, respectivamente, conforme descrito por

Konrad et al. (2005).

Determinacdo de metabdlitos primdrios

Folhas e raizes (n = 10) foram coletadas em nitrogénio liquido, maceradas e 50 mg do material
foi submetido a extragdo etandlica, conforme descrito por Gibon et al. (2004). A fracdo soluvel
foi utilizada para determinacdo de clorofila a e clorofila b, enquanto o material insoluvel
precipitado foi utilizado para quantificacdo de amido e proteina total. A determinacdo do
conteddo de clorofila foi feita de acordo com o protocolo descrito por Porra et al. (1989), em
leitor de microplaca a 645 e 665 nm para clorofilas b e a, respectivamente. A quantificacio de
amido foi feita segundo a metodologia proposta por Fernie et al. (2001), a 340 nm, enquanto
proteinas foram analisados segundo metodologia descrita por Cross et al. (2006) com leituras

feitas a 595 nm.

Determinagdo da atividade de enzimas do sistema antioxidante

A atividade de enzimas do sistema antioxidativo foi determinada conforme descrito por (Felipe
et al. 2019a). Foram quantificadas as enzimas Catalase (CAT, EC 1.11.1.6), Peroxidase do
Ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) e Super6xido Dismutase (SOD, EC 1.15.1.1). Para tanto, foram
coletados 50 mg de massa fresca da parte aérea, que foi congelada e conservada em ultra freezer
-80 °C. Para a obtencdo do extrato bruto, o material foi macerado em almofariz de porcelana
juntamente com 2 mL do meio de extragcdo (Tampao fosfato de potassio a 0,1 M, pH 6.8; acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) a 0.1 mM; fluoreto de fenilmetilsulfonico (PMSF) a 1 mM
e PVPP 1% (p/v). Apdés a maceracdo, o material foi centrifugado a 12000 rpm durante 15

minutos a 4 °C, e o sobrenadante foi retirado e reservado em gelo.

Para a determinacdo da atividade da CAT foram adicionados 2,9 mL de meio de reacdo
(Tampao fosfato de potassio SO mM, pH 7,0 e H202 12,5 mM) e 10 uL do extrato em microplaca
(HAVIR; MCHALE, 1987). A leitura foi realizada no comprimento de onda de 240 nm por 1
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minuto (a cada 10 segundos), e o cdlculo da atividade enzimdtica foi dado pelo decréscimo da
absorbancia, sendo expressa em pmol-! min-! g-! de massa fresca. A determina¢do da atividade
da APX foi realizada através do acréscimo do meio de reagao (Tampao fosfato de potassio 50
mM, pH 7,8, dcido ascérbico 0,25 mM, EDTA 0,1 mM e H202 0,3 mM) com 10 pL do extrato
em microplaca. Apds a homogeneizacdo, foi realizada a leitura em comprimento de onda de
290 nm durante um minuto. A absorbancia foi decrescente e a quantificacdo da enzima foi dada

por umol-! min-! g-! massa fresca.

A quantifica¢do da SOD foi preparada através da adi¢do de 2,97 mL de meio de reagc@o (Tampao
fosfato de sédio 50 mM, pH 7,8, metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazélio (NBT) 75 uM,
EDTA 0,1 mM e Riboflavina 2 uM) e 30 pL do extrato bruto em microplaca. A microplaca
com as amostras foi mantida a 25 °C por 5 minutos em cdmara de reacdo (iluminacdo de uma
lampada fluorescente de 15 W). Apds este tempo, a placa foi retirada da iluminacao
interrompendo a reacdo. A leitura foi realizada em compartimento de onda de 560 nm. A
absorbancia foi incrementada pela producao de formazana azul durante a reacdo, e o valor de
absorbancia foi subtraido do branco, que ndo possuia extrato enzimdtico. A atividade da
superdxido dismutase foi representada em U min-1 g-1 de massa fresca, sendo 1 U o equivalente

a concentracao necessaria de SOD para inibir em 50% a fotorreducao do NBT.

Andlise estatistica
O delineamento foi fatorial (dois acessos e dois tratamentos), com 10 repeti¢cdes por tratamento.
A unidade experimental consistiu em um frasco, cada um com trés explantes. Os dados foram

submetidos a ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, com alfa a 5%.

Resultados e Discussao

Os citétipos de P. glomerata responderam de modo diferenciado ao estresse por Al.
Ap6s 30 dias de exposi¢ao a 500 uM Al, apenas a matéria seca foliar de A22 apresentou reducao
significativa em suas médias, quando comparada ao tratamento controle. O acimulo de
biomassa em P28 nio foi significativamente alterado em reposta ao estresse por Al, portanto, o
tratamento e o controle apresentaram resultados semelhantes para os parametros de crescimento
(Figs. 2 e 3). Embora Corréa et al. (2016) descrevam um aumento efetivo no crescimento de
P28, com maior acimulo de biomassa em relagcdo as plantas diploides quando cultivadas em

meio semissdlido, o crescimento em meio liquido ndo levou ao mesmo resultado. O acimulo
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de biomassa no diploide A22 e no tetraploide P28 foi estatisticamente semelhante em plantas

do tratamento controle.

A22C

— A22T P28 C P28 T ———

Figura 2 - Morfologia dos acessos A22 (diploide) e P28 (poliploide) de Pfaffia glomerata apds 30 dias de
exposi¢do ao tratamento com Al. A: Planta de A22 do tratamento controle, B: Planta de A22 submetida a 500 uM
Al, C: Planta de P28 do tratamento controle, D: Planta de P28 submetida a 500 uM Al. Barra =1 cm.

Os efeitos do Al no crescimento radicular das plantas vém sendo estudado em vdrias
espécies e constitui uma das principais caracteristicas na classificacdo de genodtipos tolerantes
ao Al (BOJORQUEZ-QUINTAL et al., 2017; RYAN et al., 2018; WANG; KAO, 2006; YU et
al., 2011). Neste estudo, o diploide A22 apresentou reducdo significativa no comprimento e
area de superficie de raiz, enquanto para o poliploide P28, o comprimento e o volume de raiz
foram as varidveis que reduziram significativamente em resposta ao tratamento com Al (Fig.
3). No diploide A22, a histoquimica com Chrome Azurol S detectou o metal em agregados de
aspecto precipitado e em associacdo com tecido necrosado; houve maior descamacao de células
da coifa e; na célula, a reacdo foi positiva nos nucleos (Fig. 4). Comparativamente, no poliploide
P28, a presenga de Al no entorno das raizes nao foi tdo marcante quanto em A22 e a descamagao

da coifa foi menos intensa.

As raizes sdo o primeiro 6rgdo a apresentar sintomas de toxidez em resposta ao Al e,
comumente, se tornam quebradicas, encurtadas e pouco funcionais, podendo restringir a

absor¢do de nutrientes e o crescimento vegetal como um todo (NUNES-NESI et al., 2014;



59

VITORELLO; CAPALDI; STEFANUTO, 2005). Neste estudo, os efeitos na raiz evidenciaram
o comportamento diferenciado entre os cit6tipos, sendo a evitacdo do metal um mecanismo
observado principalmente no diploide A22, enquanto o poliploide P28 pode estar explorando
mecanismos internos de detoxificacdo como estratégia de resisténcia mais eficiente
(BOJORQUEZ-QUINTAL et al., 2017; BRUNNER; SPERISEN, 2013; POSCHENRIEDER
et al., 2015). As variacdes causadas pelo Al na estrutura das raizes nio foram suficientes para
impactar de modo negativo o poliploide P28, ao passo que podem estar associadas a redugao

na matéria seca foliar de A22.

Nas plantas do tratamento controle de ambos os citétipos, o Al foi detectado associado
aos nucleos (Fig. 4). Apesar de ser descrito o comprometimento da divisao celular em funcao
do enrijecimento da dupla hélice pela ligacio do AI** as cargas negativas do DNA (EEKHOUT;
LARSEN; VEYLDER, 2017; KOCHIAN; PINEROS; HOEKENGA, 2005), o metal foi
detectado mesmo em células em divisao mitética (Fig. 4E). O acimulo de Al em ntcleos ja
havia sido relatado para o diploide A22 e para o acesso 43 de P. glomerata (Capitulo II) e,
embora Maldaner et al. (2015) ndo tenham realizado o estudo de histolocaliza¢ao do metal, os
acessos BRA e JB/UFSM de P. glomerata acumularam Al no 6rgdo radicular em plantas do
tratamento controle. Mesmo em baixas concentragdes disponiveis, nota-se a tendéncia ao
acimulo de Al em nucleos de células vegetais também em P. glomerata (EEKHOUT;

LARSEN; VEYLDER, 2017; KOPITTKE et al., 2016).

Nas folhas, o Al foi detectado nos vacuolos do diploide A22 e, possivelmente, o metal
estd sendo compartimentalizado nesta organela (Fig. 5), j4 que esta estratégia € comumente
empregada pelas plantas em resposta a elementos estressores (BRUNNER; SPERISEN, 2013;
SINGH et al., 2017; WAGATSUMA et al., 2015; WATANABE; OSAKI, 2002) Nas folhas do
poliploide P28 nao foi detectada a presenca do metal. Neste estudo, a baixa translocacio de Al
para as folhas € confirmada em A22 e reportada para P28 com base na fraca detec¢do do metal
no o6rgao foliar. O maior acimulo de Al nas raizes e evitacao da translocacao de Al para a parte
aérea é uma estratégia verificada em plantas conhecidas como exclusoras de Al, enquanto as
acumuladoras de Al detem mais de 1g Al kg!' de matéria seca nas folhas (BRUNNER;
SPERISEN, 2013; JANSEN; WATANABE; SMETS, 2002; WATANABE; OSAKI, 2002).
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Figura 3 - Efeito do Al sobre variaveis de crescimento e parimetros das raizes de A22 (diploide) e P28 (poliploide)
de Pfaffia glomerata apés 30 dias de exposi¢do ao tratamento com Al, nas concentragdes 0 e 500 uM. Barra:
desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste Tukey a 5%. Letras mintsculas
comparam entre as diferentes concentragcdes de Al no mesmo acesso, letras maitisculas comparam entre acessos
sob a mesma concentragio de Al.
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Figura 4 — Cortes longitudinais de dpices radiculares de Pfaffia glomerata, apds 30 dias de exposicdo a 0
(controle) e 500 uM Al (tratamento), submetidos ao teste histoquimico com Chrome Azurol S para detecgdo de
Al. A reacdo positiva € indicada pela colorag@o azul. A-C: Acesso 22; D-F: Poliploide 28. Detalhe em C indica
a presenca de Al em material precipitado, seta preta indica a presenca de Al em tecido necrosado, seta branca
indica a presen¢a de Al em nicleos em processo de divisdo celular. Barra = 50um.

Figura 5 - Folhas de Pfaffia glomerata, ap6s 30 dias de exposi¢do a 0 e 500 uM Al, submetidas ao teste
histoquimico com Chrome Azurol S para detec¢do de Al (cortes transversais em microscopia de luz). As setas
pretas indicam a reagfo positiva, caracterizada pela coloragio azul. A-B: Acesso 22; C-D: Poliploide 28,. Barra
=25um.
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Figura 6 - Parimetros fotossintéticos avaliados em folhas dos citétipos diploide (A22) e tetraploide (P28) de
Pfaffia glomerata, apés 30 dias de exposicdo a 0 e 500 uM Al. A: taxa de assimilag@o liquida de CO»; Fv/Fm:
rendimento quantico mdximo da atividade do fotossistema II; NPQ: quenching ndo-fotoquimico; ETR: taxa de
transporte de elétrons. Barra: desvio padrao. Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste Tukey a
5%. Letras mindsculas comparam entre as diferentes concentragdes de Al no mesmo acesso, letras maidsculas
comparam entre acessos sob a mesma concentracdo de Al.

Os valores de fluorescéncia (Fv/Fm), de coeficiente de extin¢ao ndo fotoquimico (NPQ)
e de taxa de transporte aparente de elétrons (ETR) evidenciaram que ndo ha limitacdo
fotoquimica no processo fotossintético de nenhum dos cit6tipos, mesmo no tratamento com 500
uM Al (Fig. 6). A relacio Fv/Fm tem sido amplamente utilizada na literatura como uma
estimativa da eficiéncia quintica méaxima da atividade fotoquimica do PSII (BAKER;
ROSENQVIST, 2004) em resposta a estresses bidticos e abidticos e o declinio em seus valores
sugere a inibi¢do da atividade fotoquimica em decorréncia de danos estruturais nos tilacéides
(KONRAD et al., 2005). Neste trabalho, os valores de Fv/Fm estiveram acima de 0,75 e nao
diferiram entre citotipos ou entre tratamentos. Em plantas sensiveis, o estresse por Al pode levar
areducdo de Fv/Fm, associada a redugdo da taxa de assimilacdo liquida de CO2, da condutincia
estomadtica, da taxa de transpiragdo e do teor de clorofilas (ANJUM et al., 2016; GUO, 2012;
HASNI et al., 2015; OHKI, 1986; RIBEIRO et al., 2013).

Apesar da integridade dos tilacoides ter sido comprovada para ambos os citétipos, a taxa
de assimila¢do liquida de carbono reduziu significativamente no diploide A22, no tratamento

com 500 pM Al. Possivelmente, a fotossintese nessas folhas nio foi limitada por questdes
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fotoquimicas, como a redu¢do na concentragdo de pigmentos (Fig. 6) e a menor efici€ncia de
conversdao fotoquimica do PSII (Fig. 6), mas provavelmente por limitagdes bioquimicas
(OBATA; FERNIE, 2012; PEIXOTO; DA MATTA; DA MATTA, 2002). A menor assimilagdo
de carbono registrada para o diploide A22 pode ser um dos fatores associados a reducio da sua
biomassa foliar apds tratamento com Al. Apesar do comprometimento no crescimento deste
citétipo, ndo foi observada insuficiéncia na producio de amido e proteinas em relagdo as plantas

do tratamento controle (Fig. 7).
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Figura 7 - Concentracgdo de clorofila a, clorofila b, proteina total e amido em folhas dos citétipos diploide (A22)
e tetraploide (P28) de Pfaffia glomerata, ap6s 30 dias de exposicdo a 0 e 500 uM Al. Barra: desvio padrdo. Letras
diferentes indicam diferenga significativa pelo teste Tukey a 5%. Letras mindsculas comparam entre as diferentes

concentragdes de Al no mesmo acesso, letras maildsculas comparam entre acessos sob a mesma concentracio de
Al

A atividade das enzimas do sistema antioxidante (CAT, APX e SOD) foi
significativamente maior nas raizes do poliploide P28 em resposta ao estresse por Al, ao passo
que o diploide A22 apresentou maior atividade apenas de SOD nas raizes (Fig. 8). Nas folhas,
o0rgdo com menor interacdo com o Al neste estudo, a resposta foi menos intensa e apenas o
poliploide P28 apresentou maior atividade da enzima SOD. CAT e APX sdo responsdveis por

transformar peréxidos em espécies de oxigénio menos reativas, entretanto, SOD € a primeira
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linha de defesa contra EROs acumuladas em resposta a um estresse abidtico e € o componente
mais efetivo do sistema de defesa antioxidante na célula vegetal (SAIBI; BRINI, 2018). Em
outras espécies, 0 aumento da capacidade antioxidante dos poliploides, em compara¢do com
seus equivalentes diploides, garantiu maior tolerancia também ao cddmio, ao frio, a seca, a luz
UV e ao déficit nutricional (DENG et al., 2012; KEMESYTE; STATKEVICIUTE;
BRAZAUSKAS, 2017; NIWA; SASAKI, 2003; TALUKDAR, 2014). Enquanto o diploide
A22 empregou mecanismos externos na evitacdo do Al, o tetraploide P28 mostrou-se eficaz no

emprego de mecanismos internos contra a toxidez do metal.
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Figura 8 - Atividade de enzimas do sistema antioxidante de folhas e raizes dos citétipos diploide (A22) e
tetraploide (P28) de Pfaffia glomerata, apds 30 dias de exposi¢do a 0 e 500 uM Al. Barra: desvio padrdo. Letras
diferentes indicam diferenca significativa pelo teste Tukey a 5%. Letras mintsculas comparam entre as diferentes
concentragdes de Al no mesmo acesso, letras mailsculas comparam entre acessos sob a mesma concentragio de
Al
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Conclusao

A poliploidia induzida de P. glomerata mostrou-se eficiente na criacdo de um gendtipo mais
tolerante ao estresse por Al que o seu antecessor diploide A22. P28 ndo apresentou reducdo
significativa no acimulo de biomassa, na atividade fotossintética ou na producdo de metabdlitos
e a sua resisténcia esteve diretamente associada a atuagao de enzimas do sistema antioxidante.
Por outro lado, A22 apresentou mecanismos fisicos de evitagdo ao Al, como a descamacgdo da
coifa e a complexacdo do Al no entorno do dpice radicular, além da compartimentalizacdo em

vacuolo nas folhas.
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CONCLUSAO GERAL

As espécies utilizadas neste estudo, A. thaliana e P. glomerata, responderam de modo
significativo ao estresse por Al. Os resultados mostram que, embora a comunica¢do entre
reticulo endoplasmdtico e membrana plasmédtica ndo seja um mecanismo de resisténcia a ions
trivalentes em A. thaliana, houve a reorganizacdo do sistema de comunicagdo ndo vesicular na
célula. Acredita-se que o rearranjo do posicionamento das proteinas SYTI1 em resposta ao
estresse por ions trivalentes ndo seja guiado por alteragdes na concentragdo de célcio citosélico,
mas sim pela a modificacdo lenta na composi¢do lipidica da membrana plasmatica, com
acumulo especialmente de PI(4)P. Em P. glomerata, a variagao de intensidade de resposta entre
os acessos 22 e 43 a toxidez do Al endossaram a influéncia da variabilidade genética na resposta
das plantas ao estresse. De todo modo, o padrdo apresentado pelos acessos foi semelhante e,
portanto, a baixa translocacio de Al para a parte aérea e a compartimentalizagdo do metal em
vacuolos garantiram a integridade dos tecidos foliares em ambos os acessos e, nas raizes, a
intensa descamacdo das células da coifa apresentou-se como efeito de toxidez do Al, mas
também como um mecanismo de resisténcia. Em comparagdo entre o diploide A22 e o
autopoliploide P28 de P. glomerata, observou-se que P28 ndo apresentou reducdo significativa
no acimulo de biomassa, na atividade fotossintética ou na produgcdao de metabdlitos e a sua
resisténcia esteve diretamente associada a atuacdo de enzimas do sistema antioxidante. Por
outro lado, A22 apresentou mecanismos fisicos de evita¢do ao Al, como a descamacgdo da coifa,
a complexac¢do do Al no entorno do dpice radicular e a compartimentalizacdo em vacuolo nas
folhas. A poliploidia induzida de P. glomerata mostrou-se eficiente na criacdo de um gendtipo

mais tolerante ao estresse por Al que o antecessor diploide A22.



