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ESTRESSE OXIDATIVO EM RESPOSTA AO ALUMINIO EM AVEIA
BRANCA?

Autora: Graciela Castilhos
Orientadora: Carla Andréa Delatorre

RESUMO

A toxidez por aluminio (Al) € um dos fatores linmtas para a producéo agricola
em solos &cidos, 0os quais abrangem aproximadan®®ite do territorio brasileiro.
Evidéncias tém relacionado a tolerancia ao Al coetanismos de detoxificacdo de
espécies reativas de oxigénio, uma vez que, alénmilileo desenvolvimento normal da
raiz, 0 excesso de aluminio interfere nas reacBesnéticas. Sua absorcédo através da
parece celular contribui para inducdo do estressgativo, levando a oxidagdo de
biomoléculas como lipidios, pigmentos e acidos &aok. Com o objetivo de avaliar o
efeito da exposicdo ao Al sobre o metabolismo dxidados gendtipos tolerantes
UFRGS 17 e UPF 91AI-100-1-4 e sensivel UFRGS 930d®&veia branca, foram
feitas andlises fisioldgicas, genéticas e bioguamiem plantulas sob condigcédo
hidroponica apos sete dias de tratamento com 74@@MICkL. Foram analisadas as
enzimas superoxido dismutase (SOD), ascorbato plxex (APX), catalase (CAT) e
glutationa redutase (GR); o conteudo de tidis nategos (NPSH) e ascorbato (AsA),
assim como os niveis de clorofila A , B e carotdasi O estresse oxidativo foi
estimado através do teor de MDA, que avalia osisigde peroxidacdo de lipideos e
pelo teor de KD,. Constatou-se que o Al induz estresse oxidativcaeeia e, que 0S
genotipos tolerantes UFRGS 17 e UPF 91AI100-1-éssptam mecanismos eficientes
de detoxificacdo. A peroxidacéo de lipideos € §itativa apenas no genotipo sensivel,
h& um decréscimo na producao d®pina presenca do Al, 0 mesmo é verificado para
as atividades enzimaticas da CAT e APX. Os genstipierantes aumentam a atividade
de SOD e GR, assim como o teor de AsA e NPSH. @&tiges tolerantes apresentam
maior crescimento radicular comparado ao sensiadbterancia ao Al nestes genétipos
€ governada pelo mesmo gene. A diferente depodigdd nos tecidos da raiz entre 0s
gendtipos tolerantes sugere que o mecanismo deértiola ndo seja de detoxificacdo
externa, mas, possivelmente, relacionado a reddg@stresse oxidativo causado pelo
Al.

! Dissertacdo de Mestrado em Fitotecnia, FaculdageAgronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RSsiBrg1p.) Abril, 2010.
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OXIDATIVE STRESS IN RESPONSE TO ALUMINUM IN OAT

Author: Graciela Castilhos
Adviser: Carla Andréa Delatorre

ABSTRACT

The toxicity of aluminum (Al) is one of the limitinfactors to agriculture in acid
soils, which cover approximately 60% of Braziliagrritory. It is suggested that Al
tolerance mechanisms is related to reactive oxgpecies detoxification. Once Al not
only inhibits the normal root development but alsterferes with enzymatic reactions.
Al uptake contributes to oxidative stress inductieading to oxidation of biomolecules
such as lipids, pigments and nucleic acids. In otdeevaluate the effect of Al on the
oxidative metabolism of tolerant oat genotypes (GSR17 and UPF 91AI-100-1-4),
and sensitive UFRGS 930598 oat, physiological, teaad biochemical analysis were
conducted under hydroponics after seven days efnrent with 740M AICl;. We
analyzed the enzymes superoxide dismutase (SORpriege peroxidase (APX),
catalase (CAT) and glutathione reductase (GR), dbmetent of non-protein thiols
(NPSH) and ascorbate (AsA), and the levels of cpbyll A, B and carotenoids.
Oxidative stress was estimated byCHlevels and MDA content, which assesses the
level of lipid peroxidation. It was found that Alduces oxidative stress in oat and the
tolerant genotypes UFRGS 17 and UPF 91AI100-1-4e hefficient mechanisms of
detoxification. The lipid peroxidation is significeonly in the sensitive genotype. There
is also a decrease in,®;, production in the presence of Al. The activitiesGAT and
APX are reduced upon Al exposure. The tolerant tg®s increase the activity of
SOD and GR, as well as the content of AsA and NPBié. tolerant genotypes have
longer roots compared to the sensitive one. Alramlee in these two genotypes is
governed by the same gene. The different Al dejoosih the root tissues of tolerant
genotypes suggests that the mechanism of tolerianoet external detoxification, but
possibly related to reduction of the oxidative streaused by Al.

! Master of Science dissertation in Agronomy, Faadé&lde Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RSziBrg1p.) April, 2010.
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1 INTRODUCAO

A toxidez por aluminio (Al) constitui um problemanesolos acidos, uma vez
que se torna um dos fatores limitantes para a géadagricola em solos com pH abaixo
de 5,5. Muitos desses solos acidos estao locabzado paises em desenvolvimento,
com crescente pressao populacional, levando aureegp alimentar nestas regifes
(Ligabaet al.,2009). A acidez natural dos solos aumenta em \artlad alta utilizacao
de fertilizantes amoniacais e da frequente liberagéosférica de poluentes industriais,
associada a lixiviagdo de solos com chuva acidag&e Zhang, 2003).

No Brasil, aproximadamente 60% dos solos com patkagricola sdo acidos
(Rossiello & Jacob Neto, 2006), sendo a area deré@es” a mais afetada (Embrapa,
1999). A elevada acidez, associada a grandes dadesi de Al no solo, representam
um problema para adaptacdo de cereais de inteagssaOmico (Echart & Cavalli-
Molina, 2001). Aliados a toxidez de Al, os sologdas apresentam outros fatores que
limitam a producdo agricola, como a toxidez por gaamés (Mn) e ferro (Fe) e
deficiéncia de fosforo (P), sendo esta a maiortdigdio nutricional em solos acidos
(Kochianet al, 2004).

Os sintomas de toxidez por Al manifestam-se rapefde) destacando-se como
caracteristica tipica o crescimento radicular Bahit, 0 qual é especialmente importante
em condi¢des de deficiéncia hidrica ou limitagddad#oro (Rossiello & Jacob Neto,

2006). Além de inibir a formac¢do normal da raizxzesso de Al interfere em reacdes



enzimaticas e sua absorgdo através da parecera@ulzibui para inducéo do estresse
oxidativo, levando a oxidagdo de biomoléculas cdipa@ios, pigmentos e &cidos
nucléicos (Tamast al, 2006).

O melhoramento vegetal para tolerancia ao Al € idersdo um excelente
caminho para aumentar o desempenho de plantasacat em solos &cidosAs
respostas a tolerancia ao Al diferem entre e detd® diferentes espéciesendo a
identificacdo de mecanismos de tolerancia e o @m®mto do controle desta
estratégias importantes para uma melhor compreaetts&omportamento de cultivares
nesta situacao (Echart & Cavalli-Molina, 2001).

A toxidez por Al e seus significativos prejuizosdesenvolvimento das plantas
tem sido um problema estudado desde as primeisldg do século passado. Varias
pesquisas tém sido realizadas para tentar eluoslanecanismos responsaveis pela
toxidez e pela tolerancia em diversos gendtipost(i¢dl & Pember, 1918; Magistad,
1925; Fernandes, 2006), a fim de reduzir os efelitm®sos deste metal em plantas.

Tém sido constatados dois principais mecanismogobigancia ao Al em
plantas. A detoxificagdo interna a partir de cortipentacdo no vacuolo e a exclusao
do aluminio pela raiz, através da liberacdo de o&cidrganicos que possuem a
capacidade de quelar o Al na rizosfera evitandormato danoso com a raiz (Maal,
2001).

Recentemente, trabalhos verificaram que, ao ladsteslemecanismos de
exclusdo, estd a eficiéncia do sistema antioxiglame aumenta a capacidade de
tolerancia da planta a estresses, devido a dinfioudgs efeitos causados pelas espécies
reativas de oxigénio (EROs), como, por exemploee»pdacdo de lipideos. Além
disso, as plantas utilizam EROs como mensagei@msdarios em rotas de transducgéo

de sinal. O acumulo de EROs tem se mostrado crparal 0 desenvolvimento e sintese



do sistema antioxidante enzimatico, como o aumdatsintese da enzima superéxido
dismutase (SOD), responsavel pela prevencdo dgdgexescontrolada de EROs em
células na presenca do Al (Giannakaatlal., 2010).

Por fim, a identificacdo de diferentes mecanismestalerancia ao Al pode
permitir combin&-los, produzindo gendtipos com mdimerancia. A eficiéncia do
sistema antioxidante vegetal pode ser um importniguto para aumentar a tolerancia

ao estresse por Al nas plantas.

1.1 Hipotese principal
O metabolismo oxidativo em resposta a exposicaddla® diferenciado entre

gendtipos tolerantes e sensiveis de aveia branca.

1.2 Hipoteses secundarias

Os gendtipos tolerantes de aveia branca expostéd @dFRGS 17 e UPF 91
Al100-1-4) tém sua tolerancia devido a mecanismgsnes diferentes.

A resposta oxidativa é diferenciada no apice rdaiocet a ocorréncia de menor
estresse permite manutengcdo parcial do crescim@atoneristema nos genotipos

tolerantes.

1.3 Objetivo principal:
Avaliar o efeito da exposicdo ao Al sobre o metiabubd oxidativo em gendtipos

tolerantes e sensiveis de aveia branca.



1.4 Objetivos especificos:

1. Fenotipar, quanto a tolerancia ao Al, individuds geracdo F2 dos
cruzamentos entre 0s genoétipos de aveia UFRGSJPF€1 Al100-1-4.

2. Verificar, indiretamente, se a tolerancia de GER7 e UPF 91 Al100-1-4
deve-se a acdo de mesmo gene;

3. Analisar o0 estresse oxidativo em resposta aepgas de Al téxico nos

genotipos UFRGS 17 (tolerante), UFRGS 930598 (gehsie UPF 91AI100-1-4

(tolerante).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura da aveia branca em solos com presenda Al

A aveia brancaAvena sativd..) € uma espécie da familia Poaceas, origindria d
oriente médio, de clima temperado e umido, o qusipditou seu cultivo na regido sul
do Brasil (Federizzet al, 1995). E uma espécie anual, destinada a prodig&@paos,
com grande contribui¢cdo para alimentacdo humana.

Devido ao alto potencial de recuperacdo da esiudiar solo e da elevada
capacidade de se adaptar a diversos ambienteseia @std sendo empregada em
sistemas de semeadura direta onde tradicionalmerate cultivados apenas trigo e
cevada (Federizzet al, 1995). Entre os principais cereais de invernbizatos nos
sistema de producao pelos agricultores do sul deiBftrigo, aveia e cevada), a aveia é
0 mais tolerante ao aluminio (Camargo & Felicidc34)9

Em solos acidos, geralmente com pH abaixo de 5] adguire sua forma
catibnica Af® tornando-se toxico para as plantas (Rossielloa&l Neto, 2006).
Nestas areas, € empregada a pratica da calagern,fooma de elevar o pH do solo e
consequentemente converter o Al para formas mefxisas. No entanto, com o
sistema plantio direto, a ndo incorporacdo do daldarna menos eficiente a correcao
da acidez do solo em profundidade, pois o calca@pi@senta lenta solubilidade. Isto

gera um gradiente de pH no solo, limitando a zanardscimento radicular, a qual é



especialmente importante em condi¢des de defi@énicirica ou limitacdo de fosforo
(Rossiello & Jacob Neto, 2006).

Além de inibir a formag&o normal da raiz, o excedsd\l interfere nas reagdes
enziméticas e sua absorcdo através da parederamualaibui para indugédo do estresse
oxidativo, levando a oxidagcdo de biomoléculas cdipa@ios, pigmentos e &cidos
nucléicos (Taméast al, 2006). Em vista desta situacdo, torna-se netasséelecéo de
variedades produtivas e tolerantes a toxidez de Al.

A heranca da tolerancia ao Al em cereais de invérmmmnsiderada simples,
sendo atribuida a um ou poucos genes. A tolerawidl em trigo foi determinada
como uma caracteristica monogénica com acao dendagia ou aditividade (Kerridge
& Kronstad, 1968; Campbell & Lafever, 1981; Aniol &ustafson, 1984). Porém,
outros trabalhos apontam dois ou mais genes enlsvio mecanismo de tolerancia ao
Al (Camargo & Oliveira, 1981; Garviet al 2000). Existem poucos estudos sobre a
genética da tolerancia ao Al em aveia branca, tanaaioria sido feitos pelo grupo de
pesquisa em aveia branca da UFRGS. Sanches-Ceaabi2000) e Navat al. (2006)
identificaram um gene dominante para tolerancidlaem aveia branca. Wagnet al
(2001) identificaram dois genes dominantes para easacteristica. Em. strigosa
foram identificados quatro QTL'Quantitative Trait Logi associados a tolerancia ao
Al, que juntos explicaram 55% da variacédo fenoifWightet al, 2006), o que indica
gue existe mais de uma fonte de tolerancia ao Ajémero Avena.

Os mecanismos envolvidos na tolerancia ao Al enmav@ sdo conhecidos. E
possivel que gendtipos diferentes utilizem estraségdiversas, principalmente
considerando a auséncia deste estresse na regidigdm da aveia branca e que as
principais fontes de tolerancia ao Al em trigo eiavforam desenvolvidas no Brasil

(Rajaramet al, 1981).



Assim, a identificacdo dos mecanismos relacionaadslerancia ao Al em
diferentes gendtipos de aveia branca pode permitilesenvolvimento de novas
estratégias, inclusive a piramidizacdo de mecargsrgerando gendtipos com nivel

superior de tolerancia ao Al toxico.

2.2 O Aluminio no solo
O Al compbe 8% da crosta terrestre, sendo o tereéémento mais abundante
da litosfera, apds o oxigénio e o silicio. Nos spmAl esta presente na fase solida e se
encontra como minerais primarios e secundariosonad de aluminossilicatos, oxi-
hidroxidos, sulfatos e fosfatos (Fernandes, 2006).
Em solos com elevado pH, os ions Al que estdo widesr nos coldides dos
solos reagem com os radicais aniénicos, entreoeles OH . Esta interacdo resulta na

formagéo do complexo Al(OH)nsoluvel, evitando a interagédo de cargas positil@as

ion Al com cargas negativas presentes nas pagicdasolo, reduzindo o efeito das
cargas ionicas do Al e atenuando sua atividadéofikca (Rossiello & Jacob Neto,
2006). Porém, em solos com pH menores que 5,5saldcao das formas solidas do Al
tende a aumentar, liberando a sua forma i6nicaoh@g&o do solo. Com a diminui¢ao
do pH, o cation Al € adsorvido pelas superficietrehegativas de coldides dos solos,
desestruturando a eletronegatividade das particidassolo e, por consequéncia,
reduzindo a capacidade de adsorcédo de cationsr{@u@millie, 1983). Esta situacao
tem sido verificada em solos tropicais submetidimgeanso intemperismo.

A espécie trivalente de Al, a qual é a mais nopma 0 crescimento das plantas
(Kochian, 1995), prevalece na forma de hexahidoataedro (Al (HO)s>"), ocorrendo
de forma predominante em pH inferior a 4,0 (Roksi&l Jacob Neto, 2006). Outras

formas de Al toéxico podem ser encontradas quand@tmn de Al trivalente esta



parcialmente hidrolisado na forma de Al(** . Com o aumento do |, ocorrem
reacOes de hidrolise formando complexos com mefiettoedxicc (Rossiello& Jacob

Neto, 2006), conformeigural

AP
;\—o: 100 < g AI(OH) )
= 80- h Al(OH)
£ 60 AlQI2
& i
2 40 = :
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FIGURA 1. Distribuicdo das atividades reativas de ™ e das espécic

mononucleares de -OH em funcdo do pH (adificado de Kinraide &
Parker, 198¢.

O Al, por ser um cation trivaler, éfirmemente retido nos coldic e, assim, sua
concentracdo na solucdo doo é baixa, permanecendo dentro da faixqumol L ™
(Haynes & Mokolobate, 2001). Entretanto, o metaknd-se tdxico para
desenvolvimento da maioria das espécies vegetasmm em baixas concentrag,
afetando o crescimento e funcionamento das r& bloqueando 0os mecanismos
aquisicao e transporte de agua e nutrie(Rossiello & Jacob Neto, 200

A toxidez por Alé um dos fatores limitantes para a producdo agriewl solo:
acidos. Os solos acidos no mundo ocupam aproximamtan37,8 milhdes  km2, dos
quais 67% apresentam valores de pH inferiores §EsWwararet al, 1997). Em varia
partes do mundogs niveis de acidez do solo estdo attando devido a atividac
humana. Nas areas cultiva, a nitrificacdo devidod aplicacdo de altas doses

fertilizantes amoniacais tem agravado a situac&@ogB® & Zhang, 200z



2.3 O Al na planta

A capacidade de troca de cations de raizes desémpen importante papel na
permuta de cations entre a planta e os coldidesolio Esta relacdo explica como as
diferentes espécies vegetais sobrevivem em ambi@u@ baixa disponibilidade de
cations a serem absorvidos (Getyal, 1953), como ocorre em ambientes com elevada
quantidade de Al. A capacidade de troca de catian®iz ocorre devido a presenca de
cargas negativas decorrentes de grupos acidoohaisipresentes em varias moléculas
gue compdem o tecido das raizes (Jozefaciuk & Bikatdloc, 2004).

O Al*® corresponde & forma mais rizotoxica e interferediversos processos
fisiol6gicos e moleculares (Kochia al, 2005), podendo ser igualmente problematico
no ambiente idnico prevalecente no apoplasto, meerfigie externa da membrana
plasmatica, nos vacuolos, ou ainda em exsudadem&iicos (Kinraide, 1991). Em
estudo com plantulas de trigo submetidas a umaeotragdo fixa de Al, combinada
com niveis de pH decrescentes, a partir de 5,kePat al (1988) observaram que,
conforme aumentava a atividade do Al, o crescimeadiicular diminuia e deduziram
ser a espécie trivalente a responsavel pela meages da toxidez.

A toxidez i0nica por excesso de Al implica em ligides nutricionais,
provocando deficiéncias de Ca e Mg as plantasjuzra disponibilidade de P. O Al em
concentracdes elevadas no solo reduz o crescinmradtoular, tornando limitada a
absorcdo de nutrientes e agua para as plantas ifloethal, 2005). Outra limitacédo
ocorre devido ao Al precipitar o P nas raizes, zgdlo sua translocagdo para parte
aérea (Alam, 1981). H4 uma grande dificuldade nacgéo dos efeitos do Aler se,
pois a expressao da toxidez € modificada pelo phhposicdo ibnica da solucao, nivel
de disponibilidade de bases trocaveis e por tedeematéria organica (Rossiello &

Jacob Netto, 2006).
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O aumento da concentracdo de Al e do tempo de ig&ooas plantas ao mesmo
resultam em acumulo de formas trocaveis e naouweis&e Al no apoplasto, nos
tecidos apicais das raizes, induzindo os sintorea®xidez nas plantas. Os principais
sintomas s&o: inibicAo do crescimento radiculagmado de calose na membrana
plasmatica e acumulo e distribuicdo de formas &&ae Al nas células.

A inibicdo do crescimento radicular pode ser vistano o sintoma inicial da
toxidez por Al (Foy, 1988), sendo o apice da respecificamente a parte distal da zona
de transicdo da raiz, o primeiro alvo do Al toxi¢Bivaguru & Horst, 1998),
modificando, assim, a morfologia da raiz (Ciampa;02002). O Al pode inibir o
crescimento radicular em concentracfes micromqlames minutos ou horas apos o
contato com as células da raiz, podendo interagin ¢ocais no apoplasto e no
simplasto da célula (Met al, 2001).

Os danos gerados pelo Al sao percebidos em divissas nas células. Entre
eles estdo a parede celular, a membrana plasmatit@aesqueleto das células da raiz e
o nucleo (Kochiaret al, 2005).

O Al desloca os fons ¢Cada parede celular, uma vez que se liga as pealmas
parede celular com muito mais forca que 6”Gg assim, induz uma situacdo de
deficiéncia do cétion deslocado (Kinraide, 1998&3locamento de Cadesestabiliza
a parede celular, tornando-a mais rigida e dimgwia expansdo normal da célula
(Kochianet al, 2005).

Em contato com a por¢cdo negativa da membrana plieamnd Al pode
modificar a estrutura e o ambiente idnico da me&atas modificagdes decorrem do Al
possuir grande afinidade pelos lipideos da membresaasando peroxidacdo destes,
alterando a fluidez e modificando a homeostaselarel(Kochian et al, 2005),

principalmente devido ao deslocamento de fori8 (Gakmak & Horst, 1991).
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O deslocamento de ada superficie da membrana implica na sinteseldeeca
(B-1,3 glucano) no apoplasto, inibindo o transporéeptasmodesmos (Sivaguet al,
2000). Ainda, o potencial eletroquimico da membnaode ser alterado na presenca do
Al, devido a capacidade de bloguear os transpaadtransmembrana e induzir
distarbios locais e alteracdes na concentracacone igerando a despolarizacdo da
membrana (Liendberet al, 2001).

Outro efeito do Al na membrana plasmatica ¢ a géibida atividade das™H
ATPases, as quais regulam o fluxo dé dlie atravessa a membrana plasmaética,
impedindo a formac&o do gradiente de(&hn et al, 2001). Deste modo, também afeta
o transporte secundéario de ions, alterando o siéhiso e a homeostase celular
(Kochianet al, 2005).

A perturbacdo da homeostase celular é verificam@ipalmente em relacdo aos
cations divalentes, sendo as mais relevantes aqueta o C¥ e com o M§. Estes
ions desempenham papel importante na transduc&ndes, no metabolismo e no
crescimento vegetal. A acdo fitotoxica do Al implioa inibicdo do alongamento
celular, parcialmente pelo blogueamento dos prosesi® afrouxamento da parede
celular que seriam mediados por ion&’GRecreux & Messiaen, 2005).

Além de interagir diretamente com fons*€a Al inibe varios canais da
membrana, dificultando a absorcdo de foriseKCd? alterando a voltagem destes
canais. Ainda, ao modificar os niveis de pH citizedlo Al altera as rotas de transducgéo
de sinal mediadas pelo BaKochian et al, 2005). A modificacdo nas rotas de
sinalizacdo se deve também a inibicido de enzimpendentes de C3 como as
fosfolipases C (Jones & Kochian, 1997; Rengel &F&003).

O deslocamento do Gatambém resulta indiretamente na interferéncia to A

nos elementos do citoesqueleto (microtubulos, #laims de actina) (Sivaguet al,
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1999), via conexdes estabelecidas por uma faméliprdteinas quinases denominadas
WAK (*wall-associated kinasg que atuam entre a parede celular e a membrana
plasmatica (Decreux & Messiaen, 2005).

A concentrac&o de Al no interior da célula, onde o pH do simplasto étne é
bastante reduzida ($BM) devido a formacdo de AI(OBl)No entanto, mesmo esta
baixa concentracdo pode ser téxica, devido a grafidelade do Al por ligantes de
oxigénio. Por exemplo, sabe-se que Al inibe a ddide de FATPases da membrana
plasmatica (Ahret al, 2001). Isto se deve a maior for¢ca de ligacadidao ATP em
relacdo ao Mg (10vezes maior). Exposicdes prolongadas ao Al podevar!a
interagdes com estruturas nucleares, afetando @asipdo do DNA e a estrutura da
cromatina (Silvaet al, 2000; Kochiaret al, 2005). A ligacado do Al com a superficie do
nucleo durante a fase G2 do ciclo celular reswdtalesestruturacdo do citoesqueleto e
inibicdo do processo de divisdo celular (Frankli€dnde, 1999; Kochiaet al, 2005).

O Al induz a formacdo de espécies reativas de 0Wg€EROS), como
superoxido e peroxido de hidrogénio. Estes radiemtio associados aos danos
peroxidativos nos lipideos da membrana (Cakmak &stld991) e a formacdo de
radical hidroxil, que, além de causar peroxidagddigideos, provoca desnaturacao de
proteinas, mutacdes no DNA e inibicdo da fotossint@engel & Zang, 2003). A
producdo de EROs provoca disfungbes mitocondriaigbe o crescimento radicular
(Yamamotcet al, 2002).

Apesar dos efeitos prejudiciais do Al nos vegetaig,imas espécies como cha
(Camellia sinensis e horténsia Hydrangea macrophylla possuem capacidade de
acumular elevados teores de Al em sua folhagem, gewocar danos em seu
desenvolvimento (Rossiello & Jacob Netto, 2006jagplantas acumuladoras utilizam

estratégias para detoxificacdo interna do Al. Aomd&l é complexado a outras
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moléculas reduzindo a quantidade de Al livre nopt#gsma.

2.4 Mecanismos de tolerancia ao Al.

A menor sensibilidade ao Al em plantas se exprpssaima menor inibicdo do
crescimento radicular e menor acumulo apical deasl espécies tolerantes, em relacao
as sensiveis (Ahet al, 2004).

A tolerancia ao Al pode ser alcancada por mecargsime facilitam a exclusao
do Al do apice radicular ou por mecanismos quearenfi a capacidade das plantas de

tolerar Al no simplasma (Kochiaat al.,2004).

2.4.1 Exsudacao de &cidos organicos da raiz ativasipor Al.

Este mecanismo € considerado, atualmente, como irkipal estratégia
relacionada a tolerancia ao Al nas diferentes éspé&egetaisHartwig et al, 2007).
Consiste na liberacdo na rizosfera de acidos argdncomo malato, citrato e oxalato,
0s quais formam complexos com o Al, reduzindo sspahibilidade (Maet al, 2001).
Além disso, os acidos organicos favorecem a fifmtigbilidade de P, devido ao poder
gue estes compostos possuem em formar complexbgesstom o Al, dissociando as
ligacBes Al-P e liberando o P para a solugéo do, $otnando-o disponivel as plantas
(Sposito, 1989).

Ma et al (2000) sugerem dois modelos de secrecdo de amienacidos
organicos estimulados por Al. No primeiro modelo, resposta ao Al ocorre
rapidamente, entre 15 a 30 min. Neste, o Al ati@aats de anions na membrana
plasmatica que, por sua vez, sao permeaveis aomsadie acidos organicos. No
segundo modelo, a liberacdo de &cidos organicaoseouarias horas apos a exposicao

ao Al. O Al interage com um receptor protéico namhena plasmatica e ativa a
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transcricdo de genes que codificam proteinas eila®vno metabolismo de &cidos
organicos e transportadores destes.

Espécies como milho (Pifieresal, 2002), cevada (Mat al, 2004), soja (Yang
et al.,2000), fumo (Delhaizet al, 2000) e sorgo (Magalhaes, 2002) liberam citrato e
resposta ao Al. J& em trigo sarraceno (Zheh@l.1998b) observou-se secrecao de
oxalato e em ArabidopsiHpekengaet al, 2003 e trigo (Sasakiet al, 2004), a
liberacdo de malatd&=m centeio (Matsumoto, 2000), triticale (M&aal, 2000), nabo e
aveia (Zhengt al. 1998a) ocorre a liberacéo de citrato e malato.

Dentre os acidos organicos utilizados como quedathdeAl, o citrato destaca-se
como 0 mais comum e o mais efetivo, visto que,seorum anion tricarboxilado, forma
um complexo muito estavel com o Al, comparado cangaelatos formados, por
exemplo, a partir de malato que é um anion dicaldmx (Hartwig et al, 2007).Em
algumas espécies o aumento da secrecdo de &cigémioms pelas plantas esta

localizado no apice da raiz e depende da presenéérmh solucdo (Mat al, 2001).

2.4.2 Detoxificagao interna

Um segundo mecanismo de resisténcia ao Al estéaadasga complexacdo e
detoxificagdo de Al apds sua entrada na plantaurAlls espécies acumulam elevados
niveis de Al na parte area.

Matsumoto (2000) subdivide em cinco os tipos dexdBtacdo interna e se
refere a estes como mecanismos intracelularedet@ncia. Sao eles: 1) quelacdo do Al
por &cidos organicos ou compostos fendélicos naait®) compartimentacado do Al no
vacuolo; 3) promocéo de processos biossintétic@ciids organicos, que sédo quelados
com Al nas células; 4) Aumento da extensibilidadi® eonteddo de pectina na parede;

5) anulagao do estresse induzido por oxigénioveati
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Morita et al (2008) identificaram que as raizes da planta e €amellia
sinensis(L.) Kuntze) possuem uma enorme capacidade de wdauml formando
complexos solaveis e insolaveis em agua, indicapaoo Al é detoxificado. Os niveis
do complexo de Al com oxalato aumentam em respstaumento dos niveis de Al,
demonstrando que o oxalato é importante no mecandandetoxificacdo de Al nas
raizes ou na interface solo-raiz. ApOs entrar rdslas da raiz, a forma quimica do
acido organico é modificada, formando complexos Adecom citrato durante a
translocacdo no xilema e acumulo nas células daasfoA formacdo de complexos de
Al com citrato também foi verificada eFagopyrum esculentuiiMa et al, 2001). Ao
passar pela membrana plasmatica, o Al foi quelado axalato na forma 1:3. Porém,
quando o Al foi translocado pelo xilema da raizapaarte aérea, ocorreu a formacao do
complexo Al-citrato, forma esta que foi estocadaraciolo, inibindo a toxidez.

Em horténsiaHydrangea sepajs ocorre a formacdo de complexos de Al com
compostos organicos, como o delfinidina 3-glicogjdes quais sdo acumulados nas
sépalas, conferindo diferentes cores a flor. Bstat@ tem a capacidade de acumular até
4 g de Allkg de peso seco em suas sépalas, sem dmalanos a célula (Met al,
2001).

Em trigo sarracen@ presenca de Al ndo afetou a concentracéo de éxalico
nas células das folhas (Hartweg al, 2007). No entantomais de 80% do Al foi
encontrado complexado com oxalato e sequestradacimlo das células das folhas

(Shenet al, 2002).

2.5 Estresse oxidativo
Um dos processos de detoxificacdo do Al envolvenalagdo do estresse

induzido por oxigénio reativo ou estresse oxidativo
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O oxigénio (Q) em seu estado natural ndo é reativo. Porém, cewolacao do
metabolismo aerdébico, no qual o, Qarticipa como aceptor final de elétrons na
respiracdo aerobica, ocorre a formacdo de espéesivas de oxigénio (Foyer &
Noctor, 2000). Estima-se que 1% do consumo tot&.dde um tecido vegetal participe
da producdo de espécies reativas de oxigénio (ER@d)er, 2001). As EROs séo
constantemente produzidas em plantas como subpsodat respiracdo e fotossintese.
Assim, a producdo de EROs em mitocOndrias, closbpéae peroxissomos tornou-se
inevitavel (Scandalios, 1993; Apel & Hirt, 2004)lgAmas destas espécies, como
superoéxido (@), oxigénio singleto'.,*), peréxido de hidrogénio (#D,) e o radical
hidroxila (OH) sdo altamente toxicas, possuindo a capacidadecadisar danos
oxidativos em proteinas, DNA e lipidios.

Diferentes condicdes de estresses bidtico ouiabjatomo danos mecanicos,
hipoxia, 0zonio, flutuacdes de temperatura e piggsde metais, causam perturbacao da
homeostase celular, na maioria dos organismos iaesdelevando a producédo de EROs

(Scandalios, 1994).

Frente ao estresse oxidativo, as plantas desearanivmecanismos de defesa, a
fim de minimizar os danos ocasionados pelos ragldaioxigénio. Estes compreendem
mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos. Alémodiss plantas podem,
propositalmente, gerar EROs como moléculas sirdiizs, para controlar varios
processos, incluindo defesa de patégenos, mortdacgbrogramada e movimento
estomatico (Apel & Hirt, 2004). O efeito sinalizadm destrutivo de EROs depende de
suas concentragdes, locais de producao e intecagd@utros estresses na planta, assim
como do estadio de desenvolvimento da mesma (Ge@®®6). A severidade do
estresse oxidativo depende da capacidade das9fao@duzirem mecanismos de defesa

(Noctor & Foyer, 1998).
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2.5.1 Producao de EROs

Existem trés tipos de processos que consomgasgdciados a fotossintese nos
cloroplastos:

a) Reducdo direta do oxigénio molecular pelo trangpode elétrons do
fotossistema | (PSI);

b) Reacé&o oxigenase da Ribulose-1,5 bifosfato carmsedbxigenase (RUBISCO);

c) Clororrespiragao.

Os dois primeiros processos produzem EROs pelac@ieddireta do ©para
radical superoxido (9 (Apel & Hirt, 2004).

Quando a energia armazenada na clorofila no sedaestxcitado nao for
rapidamente dissipada, ela pode reagir com o oxigéalecular para formar um estado
excitado de oxigénio, conhecido como oxigénio siml¢O,). Este é fortemente
reativo, reagindo e danificando muitos componentdglares, especialmente lipidios
(Taiz & Zeiger, 2004).

Os cloroplastos produzeh®.,* no fotossistema Il e ©Ono PSI e PSIl como
subprodutos, e seus niveis sdo aumentados quand® dotoinibicdo decorrente do
estresse por excesso de luz (Apel & Hirt, 2004ikocodndria produz superéxido £p
nos complexos | e lll, também como subprodutosintesse que 1 a 5% do oxigénio
consumido na mitocOndria resulta na producao de £Rwari et al, 2002). As
NADPH oxidases na membrana plasmatica também s#esfale @ (Pospisilet al,
2003; Molleret al, 2007).

O radical hidroxil (OH €é considerado o radical mais reativo entre as £RO
podendo reagir com integrantes de todos os compartos celulares. Este radical é

formado no PSII via reacdo de Fenton ou Haber-Wgigsura 2). Para manter as
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concentracdes dOH baixas, € necesséria a presenca de metalochaperue irdo se
ligar ao Fe, Cu e Mn, deixando estes ions em lz@iraentracdo nas células e evitando
a reacao de Fenton (Mollet al, 2007).

e, 20

e e
0, ;!» 0," 2;» H0, %b OH' +OH (A)

Fe’* + Hy0, —» Fe' + OH" + OH" (B)

FIGURA 2  (A) Sucessivas reducdes do oxigénio molecular Phfa A reacdo envolve (1)
a reducdo de um elétron do oxigénio molecular pammacédo de @, (2)
dismutacao de O para HO,, e (3) redugdo de um elétron ded4 para OH
(B) Reducao dirigida por ion Fede HO, para OH, via reacdo de Fenton
(Modificado de Pospisét al., 2004)

O H;O; é estavel e menos reativo que . @ntretanto, na presenca de metais
redutores, como F& leva a formacéao de OH

Em mitocondrias, ndo ha elevada producdo de ER®sladé presenca de
oxidases alternativas (AOX), que catalisam a reaugdravalente do Opor uma
ubiquinona. A AOX compete com o citocroma, por elétrons e, assim, ajuda a reduzir
a producéo de EROs. A expressao de AOX € induattagumento de ¥D, (Wagner,
1995).

Tipicamente, os niveis de EROs sdo aumentadosamtapjuando se eleva o

nivel de estresse, causando danos em todos os itongpdios celulares.

2.5.2 Efeitos de EROs em tecidos vegetais

Uma vez formados, os radicais livres de oxigéniat nas células provocando
danos significativos, tanto fisioldgicos como biogicos.

As EROs, principalmente ., reagem com &cidos graxos polinsaturados da

membrana celular e danificam o DNA (interagindongipalmente com a base
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Guanina), e proteinas. Os acidos graxos polingitaracido linoléico (18:2) e o acido
linolénico (18:3) estdo presentes na membrandaimbiile na forma de galactolipidios e
nas demais membranas como fosfolipidios. Estesosicigraxos sao altamente
suscetiveis ao ataque 48, e ‘OH, promovendo peroxidacées de membranas. Estas
peroxidacdes diminuem a fluidez, causando extravest de ions na célula, além de
afetarem o funcionamento de proteinas associadasermbranas. Além disso, a
peroxidacao de lipideos origina aldeidos que destro DNA e proteinas (Mollet al,
2007).

A reacdo deOH com carboidratos, tais como acguUcares, causaagiid na
parede celular (Molleet al, 2007). Além disto, outros efeitos de EROs podsam
vistos, como a reacdo do superoxido com o centrprdeina Fe-S (Molleet al,
2007).

O aumento da producédo de EROs também serve copmstagie resisténcia da
planta a doencas. A planta produz ©H0, quando reconhece patdégenos especificos.
Estas espécies reativas de oxigénio atuam diretanmesitando o patégeno ou, ainda,
induzem resposta a hipersensibilidade, proporcidmamorte celular programada com a
expressao de genes de defesa ao redor da aredaatdtach & Greenberg, 2004).
Ainda, EROs podem atuar como sinalizadores de miagciniciando uma resposta em
cascata que podera levar a morte (Lamb & Dixon/7188 ainda atuar diretamente na
morte celular (Bethke & Jones, 2001). Foi verifeagle EROs tém papel na morte
celular programada da camada de aleurona de sesmdmieevadaHordeum vulgarg
em resposta ao acido giberélico (§p20 HO, é visto como a ERO que mais participa
da morte celular da camada de aleurona, sendons®spal pela iniciacdo da morte
destas que ficam mais suscetiveis ao ataque de BB a inativacdo de enzimas

antioxidantes como superoxido dismutase (SOD), lasga (CAT) e ascorbato
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peroxidase (APX) pelo GA A reducdo no numero de oleossomas, que armazenam
lipideos via ciclo do glicolato, na presenca de ERGgere que os glioxissomos sejam
fontes de EROs nas células de aleurona (€tadh, 2002).

A regulacéo génica realizada por EROs tem recefpidode destaque, sendo o
H.O, um exemplo envolvido na regulacédo de genes preseateota de sinalizagéo de
etileno. Estudos com raizes de Arabidopsis tratedasHO, sugerem que este diminui
o tamanho e a forma das células da ponta das raiit#sdo o crescimento celular. Isto
ndo esta apenas vinculado as modificac6es nos cwmnies de estrutura celular, como
oxidacdo de polissacarideos e lignina da pareddacelAs mudancas na forma da
célula da ponta de raizes tratadas copD,Hestdo também associadas com a
diferenciagao celular e expresséo génica de raesptie percepcao de etileno (Noriega

et al 2009).

2.5.3 Sistema antioxidante

As plantas desenvolveram mecanismos enzimaticodoeenzimaticos para a
detoxificagdo de EROs. Estes mecanismos sdo relgsguara remocao destas espécies
reativas nos diferentes componentes celularespsessgnciais para a sobrevivéncia da
planta ao estresse (Tabela 1).

O mecanismo nao enzimatico compreende moléculagepag, como acido
ascorbico (vitamina C) e o grupo de tidis ndo-dgiomts (NPSH).

O &cido ascorbico esta envolvido na regulagéo wesdntese, na elongacéo das
raizes e na expansdao celular (Noctor & Foyer, 1988pndo diretamente na remocao
de EROs (Sinhat al, 2005). O ascorbato (AsA) é encontrado no ciwpk no

cloroplasto, na mitocondria e no apoplasto e pedigar diretamente com os radicais
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livres ou podem ser usados como fonte de podetaegelas enzimas antioxidantes
(Mach & Greenberg, 2004).

A glutationa reduzida (GSH) atua como o princip&3¥ (Noctor & Foyer,
1998), sendo precursora das fitoquelatinas, assqagem como peptideos que
complexam metais pesados em plantas, além deipartcomo substrato na reducao do
ascorbato no ciclo ascorbato-glutationa. Além digsale reagir com radicais livres de
0O,, como superoxido e radical hidroxila, removendo adicais livres das células
(Rosen, 2002). A GSH reduz diretamente os radicaiss de Q , enquanto que a
enzima glutationa redutase (GR) utiliza NADPH paeauzir glutationa oxidada
(GSSG) a GSH (Noctor & Foyer, 1998).

Além do ascorbato e da glutationa, outras molécatiasm na defesa da planta
contra radicais livres. Os carotendides evitamtairiicdo e a formacdo do oxigénio
singleto (Mach & Greenberg, 2004), impedindo o psta da membrana dos
cloroplastos, por proteger a clorofila da peroxéaade lipideos (Knox & Dodge, 1985).

Os mecanismos enziméaticos de defesa antioxidam@ree@ndem enzimas que
catalisam as reagfes de neutralizacdo das esp#unias de oxigénio. Estas enzimas
atuam na cascata de oxidacdo e anulam o podewutiestdas espécies ativas de
oxigénio, preservando a integridade da célula (&fatFoyer, 1998).

As principais enzimas que atuam na destruicdofie@o HO, sdo superdxido
dismutase (SOD) no cloroplasto, catalase (CAT) er@yissomo, ascorbato peroxidase
(APX) no cloroplasto, dehidroascorbato redutase ABR)Y monodehidroascorbato
redutase (MDHAR), glutationa redutase (GR), glotai peroxidase (GPX), e guaiacol
peroxidase (GOPX).

Os niveis de estresse oxidativo sdo determinadagjpantidade de O, H,O. e

de radicais *OH nas células. Alguns destes compasio diretamente metabolizados
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por enzimas, como a CAT, que metaboliz&DHnos peroxissomos (Lamb & Dixon,
1997; Polidoros & Scandalios, 1999), a SOD, que ao cloroplasto convertendo o
O, a H,0, com conversao posterior de® em HO e Q pela acdo da enzima CAT
(Tabela 1).

A APX é a enzima chave do ciclo ascorbato-glutaidtsta enzima, em plantas,
utiliza duas moléculas de AsA para a reducédo ge,ldm HO e Q, gerando duas
moléculas de monohidroascorbato (MDHA), o qual dé&uredo a AsA pela
dehidroascorbato redutase (DHAredutase), usando HMNBDPH como doador de
elétrons. A DHAredutase utiliza a glutationa comdbstrato para reduzir o AsA

(Noctoret al, 2002; Eltayelet al, 2007) (Figura 3).

O,;*— HO+OH™+O,

/ H,0+0,
2 - NADPH

HO
_ASC _GSSG
DHA o /
redicchase e
HO DHA GSH AN NADP+

FIGURA 3. Mecanismos de remocdo de EROs em céltdgstais (Noctoet al,
2002)

As enzimas SOD, nas células, sédo consideradamaimilinha de defesa contra
superoxido e seus produtos de reaca®.He & (Alscheret al, 2002). As SOD séo
classificadas em trés grupos, de acordo com otoo-fsado pela enzima: ferro SOD
(SOD-Fe), localizada no cloroplasto; manganés S@EDDO-Mn), localizada em
mitocondrias e peroxissomas e a SOD cobre-zincdD(€D-Zn) em cloroplastos,

citosol e, possivelmente, no apoplasto (Alsateal, 2002).
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A atividade da SOD resulta na producdo dgOoXH Sendo assim, ela esta
intimamente ligada a acdo da CAT e de peroxidgses, garantir o balango otimizado
para reduzir os danos oxidativos (Gomes-Junior6 200

Nem sempre o aumento do sistema de protecdo ééteé visualizado, pois,
além de envolver diversos metabdlitos e enzimagnagnas apresentam isoenzimas
especificas a determinados compartimentos.

TABELA 1. Mecanismos de remoc¢do de EROs em céluggetais (Molleret al,

2007)
Mecanismo Remove ( produz) Localizacao celular
Superoxido Dismutase 0" (H20y) Cloroplasto, Citosol, Mitocondria,
Peroxissomo

Catalase H,0, (H20) Mitocondria ?, Peroxissomo

Peroxidases H,0; (H20) Vérios locais

Ciclo H,0, (H2.0) Cloroplasto, Citosol?, Mitocondria,

Ascorbato/Glutationa Peroxissomo

Glutationa peroxidase H,0; (H20) Cloroplasto, Citosol, Reticulo
endoplasmatico, Mitocéndria

Carotenos e tocoferol H,0, (H,0) Cloroplasto

2.5.4 Efeitos de EROs em resposta ao estresse por A

O Al ndo é um metal de transicao, porém tem atil@édaré-oxidante através da
formacdao do ion radical semi reduzido superoxidaldminio (Exley, 2004). Aumento
na quantidade de EROs tem sido observado em raspogstresse de Al (Cakmak and
Horst, 1991; Ezaki et al., 2000; Boscolo et alQ20Tamas et al., 2006). O ion Al tem
sido descrito como indutor do estresse oxidativopdantas, tanto em raizes com em
parte aérea (Dewt al, 2003). Em células de fumo, foi reportado quetoesse por Al
induziu a formacdo de EROs, resultando em disfugdeversiveis nas mitocéndrias,
seguido de morte celular (Panegaal, 2008). No entanto o estresse oxidativo ndo é

considerado a primeira resposta a exposicao ad (Detiko et al, 2004).
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Em resposta a toxidez de Al, Cakmak & Horst (198d9ervaram em plantas de
soja um aumento na peroxidacdo de lipidios nasesafmor EROs. Os autores
constataram que este efeito esté relacionado cartei@cao do Al na superficie da
membrana plasmatica, que por sua vez, age sohtegrilade da membrana. Ainda, a
peroxidacdo de lipidios mediada por EROs pode sempanhada por mudancgas na
atividade de enzimas envolvidas no metabolismaxdgaio.

Aumento na peroxidacdo de lipidios também foi oy em folhas de arroz
tratadas com Al, agravando os efeitos do estresisiatovo (Kuo & Kao, 2003). Os
mesmos autores verificaram um decréscimo na ativatzdi enzima SOD, o que
aumentou os danos no crescimento e desenvolviméatplanta. Em contraste,
cultivares tolerantes de arroz, tratadas com Altivetam teores menores de
peroxidacdo de lipidios nas membranas, e, constfnente, maior crescimento da
planta (Fonseca, 2007).

O aumento da atividade enzimatica antioxidante zedformacéo de #D,, os
quais aumentam a lignificagdo e a biossintese enaolde compostos fendlicos,
prejudicando o desenvolvimento normal das plantasjue pode explicar a rapida
diminuicdo do crescimento observado em plantaadaastcom Al. Em plantas de cha, o
forte papel do sistema antioxidante resulta em mestabilidade das membranas e da
parede celular, beneficiando o crescimento daggdgGhanatet al, 2005).

Em batata, a atividade antioxidante da enzima A&emtou com o tempo de
exposicdo ao Al. Este aumento promoveu maior totgaédesta espécie por diminuir o
efeito de EROs sobre os lipideos da membrana (diadtadl, 2009).

A atividade eficiente do sistema antioxidante fistar como a melhor protecao
contra o estresse oxidativo gerado pelo tratameotm Al toxico em raizes de

cultivares tolerantes de milho (Giannakoetaal, 2010). O aumento da atividade da
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SOD em raizes de cultivares de milho tolerantes &@@dh de exposi¢cdo ao aluminio se
deve a inducdo da sintese de SOD pelas células,rearover o radical superoxido,
produzido em grande quantidade na presenca dei&hig@@kouleet al, 2010).

Em aveia branca, ndo foram encontrados trabalhtzcigrando estresse

oxidativo com a presencga de Al.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material genético

O material genético constou de gendétipos de avaiach contrastantes quanto a
tolerancia ao Al: UFRGS 17 (tolerante) (COR2/CTANDEK/ME1563/76-29-76-
23/75-28/C1833), UPF 91AI100-1-4 (tolerante) (8@RDY/SRcpx/CRcps/SRcpx/JHG-8)
e UFRGS 930598 (sensivel) (UFRGS15/UFRGS881920p@palacdo F2 oriunda do
cruzamento dos genotipos tolerantes. UFRGS 17 évanedade comercial desde 1996
e registrada na LVECL(st of Varieties Eligible for Certification da OECD
(Organization for Economic Co-operation and Develepin UPF 91 AI100-1-4 e
UFRGS 930598 séao linhagens dos Programas de Malkata Genético de Aveia da

Universidade de Passo Fundo e da UFRGS, respeeitam

3.2 Estudos do estresse oxidativo

Foram utilizados os genétipos UFRGS17, UFRGS 93@59PF 91 AlI100-1-4.
As sementes, as quais foram selecionadas pargogeseatassem um tamanho similar,
foram descascadas (remoc¢do de lema e palea), etadia$ com hipoclorito de sddio
2% por trés minutos e lavadas trés vezes em agidada estéril. Apds, as sementes
foram transferidas para papel germinador e mantascamara de crescimento em
temperatura constante de 19°C+ 2°C por 2 dias.|&stydas com tamanho de radicula

uniforme em torno de 2 cm foram transferidas palacéo hidroponica formulada
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conforme Tabela 2, pH 4,5 e livre de Al ou conteiddd uM de Al, na forma de cloreto
de aluminio (atividade de Al de 6,46.18). Foram feitas duas repeticbes de cada
genotipo, sendo que cada recipiente recebeu 250ufdé de cada um dos genatipos.
Os recipientes foram mantidos em camara de crestinregulada para 22°C e sob
aeracao constante. A solucdo nutritiva para capletigdio foi feita a partir da mesma
diluicdo, sendo trocada a cada 48 horas durantedses$, depois dos quais as plantas
foram retiradas e analisadas.

TABELA 2. Composicdo da solugcdo nutritiva: fontesinenais usadas e
concentragéo final

Concentragéo final do sal

Ca(NG;)2.4H,0O 4 mM
MgSQO,.7H,O 2mM
KNO3 4 mM
(NH4).SO, 0,435 mM
KCI 0,5uM
MnSO,.1H,O 2uM
CuSQ5H,0 0,3uM
ZnSQ,.7H0 0,8uM
NacCl 30 uM
NaMoQ,.2H,0 0,1uM
H3BO3 10uM
GeoFe-6 0,9 mM
AlCl3.6H,0 740uM

3.2.1 Extracdo enzimética

O tecido de raiz e parte aérea foi separado e pegadxtracdo enzimatica foi
conduzida a 4°C. O tecido foi homogeneizadas (2lime de tamp&o/ massa fresca)
em mortar e pistilo, em 100 mM de tampao fosfatpatéssio (pH 7,5) contendo 1 mM
de acido etilenodiaminotetracético (EDTA), 3 mM de-ditiotreitol e 5% (m/v) de
PVPP insolavel. O homogeneizado foi centrifugadd0a000 g por 30 min e o

sobrenadante estocado em aliquotas separadasCy g2da as andlises enzimaticas.
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3.2.2 Determinacao da concentracdo de proteina

A concentracdo de proteina nas amostras foi detadai pelo método de
Bradford (1976), utilizando como padrdo curva calita por BSA Bovine Sorum
Albuming. A absorbancia foi determinada em espectrofotfomeltravioleta-visivel,

modelo Spectronic Génesis Il, a 595 nm.

3.2.3 Determinacao da atividade de catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada conforme Azevestoal (1998), com
pequenas modificacdes. A atividade da CAT foi adaliem espectrofotometro a 25°C
em uma reagdo composta de 1 mL de tampao fosfafptdssio 100 mM (pH 7,5)
contendo 2,51L de solucdo a 30% (v/v) de.8,, preparado imediatamente antes do
uso. A reacgdo foi iniciada pela adicdo de |5 de extrato vegetal e a atividade
determinada pelo monitoramento de degradacéo,@¢d240 nm, com amostragem de
10 em 10 segundos durante 1 minuto, contra um brawe de extrato vegetal. Os

resultados foram corrigidos considerando o contguidtgico das amostras.

3.2.4 Determinacao da atividade de glutationa redase (GR)

A atividade da GR foi determinada conforme Azevetlal (1998). A atividade
da GR foi avaliada em espectrofotdmetro a 30°C era reacdo composta de 1 mL de
tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) conteénddM de 5,5”- ditiobis (acido 2-
nitrobenzéico) (DTNB), 1 mM de glutationa oxidadadSSG) e 0,1 mM de NADPH. A
reacdo iniciou pela adicdo de pD de extrato enzimatico. A taxa de reducdo da GSSG
foi acompanhada pelo monitoramento do aumento sarbéncia a 412 nm durante 1

min. Os resultados foram corrigidos considerandordeudo protéico das amostras.
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3.2.5 Determinacao da atividade de ascorbato peradase (APX)

A atividade da APX foi determinada pelo método dek&ho e Asana (1981),
pelo monitoramento da taxa de oxidacdo do ascorhateitura da absorcéo a 290 nm,
na temperatura de 30°C. O meio de reac¢éo foi complestampao fosfato de potassio
80 mM (pH 7,0), 5 mM de ascorbato, 1 mM de EDTAnNM de HO, e 50uL de
extrato enzimatico, em um volume total de 1 mL.eAgéo foi iniciada pela adi¢cdo da
solucdo contendo ascorbato, previamente prepa€adkiecréscimo na absorbancia foi
monitorado a partir de 10 até 60 s do inicio dg&eaOs resultados foram corrigidos

considerando o conteldo protéico das amostras.

3.2.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)

As enzimas envolvidas na eliminacdo das espée@vas de oxigénio ocorrem
em diferentes compartimentos, havendo, portantexetites isoenzimas. A avaliagéo de
atividade total da enzima né&o discrimina a ativeddds isoenzimas, causando algumas
vezes dificuldade na compreensao do processo, emgue estas podem responder de
forma diferenciada ao estresse. Assim, optou-se@oplementar os dados analisando
a atividade em gel de poliacrilamida, esperandoese isso identificar a resposta ao Al
das diversas isoenzimas. A eletroforese foi comtduzerticalmente sob condi¢cdes néo
desnaturantes em géis de poliacrilamida a 10% (mevglados para atividade da SOD.
Uma corrente constante de 30 mA foi aplicada pon & 4°C. Os tampdes de
eletroforese e géis nativos foram preparados cowfadescrito por Laemmli (1970),
exceto o dodecil sulfato de sédio (SDS) que foildro. Quantidades iguais de 30 ng
de proteina foram aplicadas em cada poco do gelpriviaeiro poco, foi aplicado o

marcador padrao de atividade correspondente pfa@a
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A revelacdo da atividade de SOD apés a separaghmfelética foi realizada
conforme protocolo descrito por Beauchamp & Fridbv{1971) e modificado por
Azevedoet al (1998). Os géis foram lavados em agua deionigadaubados no escuro
por 30 min em temperatura ambiente, em solucaendot50 mM de riboflavina, 0,1
mM de nitroblue tetrazolium (NBT) e 0,3% (v/v) deN\N”,N"-tetrametiletilenodiami-
na (TEMED). Ao final deste periodo, os géis foraamados com agua deionizada e
mantidos em agua até o surgimento de bandas dedeslgelativas a atividade da
SOD, em um gel de revelagdo purpura. Para parafisaeacdo, os géis foram

transferidos para 4cido acético a 7% (v/v).

3.2.7 Estimativa da peroxidacéo de lipideos (TécracTBARS)

Utilizou-se a técnica descrita por El- Mosahettyal. (1993). Amostras de 0,8 g de
apices radiculares, de raizes (zona diferenciadajleefolhas foram trituradas
separadamente em nitrogénio liquido e homogeneaizaxaa8 ml de tampéo fosfato de
citrato 0,2mM (pH 6,5), com adicdo de Triton 0,5%n seguida, as amostras foram
centrifugadas a 20.000 g durante 15 min a 4°C.ubligs de 1 ml dos sobrenadantes
foram adicionadas a 1 ml de uma solucdo de acid@rtitrico (TBA) 0,5% (p/v) em
TCA 20% (p/v). Os tubos de ensaio foram cobertos bolitas de vidro, a fim de evitar
evaporagao, e as amostras foram incubadas em baani-a 95°C durante 40 min.
Apés o periodo de incubagéo, a reacao foi paraisahsferindo-se os tubos de ensaio
para banho de gelo durante 15 min. Posteriormtarsmn centrifugados a 5000 rpm por
15 minutos e a absorbéncia dos sobrenadantes dwdama 532 nm. A absorbancia
inespecifica a 600 nm foi medida e subtraida dassaas. A concentracdo do
complexo aldeido malénico-TBA foi calculada usamdtator de correcéo estimado a

partir da curva de malonaldeido (MDA).
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3.2.8 Quantificagcéo de peréxido de hidrogénio

Utilizou-se o método descrito por Loreto & Veliko{2001). Amostras de 0,25
g de apice radicular, de raizes (zona diferenciadd¢ folhas, separadamente, foram
trituradas em nitrogénio liquido e, entdo, homogemkas em 5 ml de acido
tricloracético (TCA) 0,1%. O homogeneizado foi céayado a 12.000g, por 15 min, a
4°C, coletando-se o0 sobrenadante. Aliquotas de [B00do sobrenadante foram
adicionadas a um meio de reacao constituido deb¢e tampé&o fosfato de potéassio 10
mM (pH 7,0) e 1 ml de iodeto de potassio (KI) 1M.Iditura de absorbancia foi
determinada a 390 nm. O branco foi preparado ealgdare subtraido da amostra. As
concentracdes de,B, nas amostras foram estimadas com base em cumaliieacéo

preparada com padrées dgl, utilizando um fator fixo de 0,54.

3.2.9 Histolocalizacao de kD,

Utilizou-se o método de Thordal-Chirstensatnal. (1997), com modificages.
Segmentos de 2 cm da regido mediana das folhas mizies foram coletados e
infiltrados a vacuo com uma solucao de 3,3- diahenzidine- 4HCI (DAB) 1mg/ml
dissolvido em agua destilada acidificada (pH 3@ndHCl, para evitar a precipitacdo
de DAB em pH maiores que 4. Os segmentos forambauns em temperatura
ambiente durante 3 h no escuro e, em seguida,féraits para uma solugédo de
cloroformio (EtOH: cloroférmio- 3:1) com adi¢do 8e15% de TCA para parar a reacao
e clarificar o tecido, permanecendo no escuro gan.2Apés este periodo, as amostras
foram transferidas para uma solucéao de glicerol. 5®%istolocalizagéo foi visualizada
em microscopio, a partir da formacado de precipitadorom oriundo do corante DAB

na presenca de peroxidases endogenas.
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3.2.10 Histolocalizacdo de Superodxido

Utilizou-se o método de Wangt al (2007), com algumas modificacdes.
Segmentos de 2 cm de folhas e raizes foram coketdiafiltrados a vacuo com uma
solugéo de 0,1 % de nitro blue tetrazolium (NBTy)ulissolvido em tampé&o fosfato de
potdssio 10mM (pH 7,8). Os segmentos infiltradasrfo incubados em temperatura
ambiente na presenca de luz constante duranteril5=m seguida, foram transferidos
para uma solucdo de cloroférmio (EtOH: cloroformiBl) com adicdo de 0,15% de
acido tricloracético (TCA) para parar a reacaoaifactar o tecido, permanecendo no
escuro por 24 h. Apés este periodo, as amostramfoansferidas para uma solucdo de
glicerol 50%. A histolocalizacédo foi visualizada emcroscopio a partir da formacao de

um precipitado azul insolavel na presenca de sxpdO,).

3.2.11 Quantificacé@o de clorofila e carotenoides

Utilizou-se 0 método de extracdo de clorofila seraceracdo proposto por
Hiscox et al. (1979). Amostras de 0,07g de folhas foram tramdderpara tubos de
vidros graduados, incubadas com 5 ml de dimetdgidb (DMSO) em banho-maria a
65°C por 30 min até o branqueamento das folhasuls foram cobertos com bolitas
de vidro para evitar evaporagdao. Em seguida, assttdram retirados do banho-maria e
o volume completado para 7 ml de DMSO. O sobrertad@n entdo transferido para
espectrofotdmetro e a leitura procedeu-se nos goraptos de ondas de 645, 663 e 471
nm. Os teores de clorofilas e carotendides foramsmmados a partir das seguintes
formulas:
Clorofila a (mg/g PF) = {[(11,75 x A663) — (2,354645)]x 50} /500

Clorofila b (mg/g PF) = {[(18,61 x A645) — (3,96A663)]x 50} /500
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Carotendides (mg/g PF) = {[(1000 x A470) — (2,2Conc.Clor. a) — (81,4 x Conc.Clor.
b)] /227 x 50} / 500

Foram utilizadas quatro repeticoes para cadantegito.

3.2.12 Determinagédo de acido ascoérbico (AsA) e déis ndo-protéicos

Foi homogeneizado 1 g de tecido em uma solucatewda 50 mM Tris-HCI
(pH 7,5) (1:5). As amostras foram centrifugada®@03rpm por 10 min e, em seguida,
foi adicionado ao sobrenadante acido tricloroaogflcCA) 10% na proporgdo 1:1 (v:v),
seguindo para uma nova centrifugacdo a 300 rpmntiurk0 min, para remoc¢ao de
proteinas.

A determinacédo do &cido ascorbico foi realizaddarome descrito por Jacques-
Silvaet al.(2001). Aliquotas de 300 pL foram incubadas a 3%Qum meio contendo
100 pL de TCA 13,3%, 100 puL de agua deionizada ept5de | L 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH). A solucdo de DNPH feomposta por: 0,23% tiuréia e
0,27% CuSQ diluidos em 49% p80Q,. Apds 3 h, adicionou-se 500 puL deS®D, 65%
as amostras e procedeu-se a leitura em espectraftitba 520 nm.

A determinacgdo da concentracdo de tidis ndo-pagéini realizada a partir de
aliquotas contendo 400 puL de amostra, 550 uL deH@l 1 M (pH 7,4) e 50 uL de
DTNB 10mM. A leitura de absorbancia procedeu-seedpectrofotometro a 412 nm.
Para o célculo da concentracdo do grupo de ti@spndtéicos foi utilizado o valor de

uma curva de cisteina (Tabaddial, 2009).



34

3.3 Avaliacéo da tolerancia ao Al

A avaliacdo do recrescimento da raiz principal eoforma de identificar a
tolerancia ao Al toxico foi conduzida em laboradbb condi¢cdes de temperatura, luz
e pH controladas. Utilizou-se neste experimentosds@ucdes nutritivas distintas,
sendo estas com ou sem a presenca do Al na formsali@o de Al (Ab (SQy)3) na

concentracdo de 370 uM que equivale a 20 ppm ow K4 @e Al.

3.3.1 Preparo das sementes

Sementes de seis popula¢desi& cruzamento UFRGS17 x UPF 91 Al100-1-4
e 0s genitores foram avaliados quanto ao recrestinda raiz primaria em solucao
hidropbnica, conforme Nava (2005). Mais de 100 itilios de cada populagde F
foram avaliados. Cerca de 100 sementes de cadtoigenb0 sementes do genoétipo
sensivel ao Al (UFRGS 930598) foram utilizadas carootrole. As sementes foram
descascadas, desinfetadas com hipoclorito de g8dipor trés minutos e lavadas seis
vezes em agua destilada. Depois de desinfestaslasneentes foram transferidas para
papel germinador e mantidas em camara de cresan{@rhperatura constante de

20°Cz 2°C e regime de luz de 12 h) por 48 h.

3.3.2 Crescimento em hidroponia

Apds 48 h da germinagédo, as plantulas que apreaentescimento radicular
de aproximadamente 1 cm foram transferidas pargieates contendo solugao
hidroponica nutritiva completa composta, conformabdla 3. Os recipientes foram
mantidos dentro da camara de crescimento a 25°1s@b luz e aeragédo constante e
correcOes diarias de pH, para que o mesmo pernssees 4,5. Apoés 48 horas, as

plantulas foram transferidas para solucao nutritmaposta por um décimo da solucao
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nutritiva completa, com excecédo do fésforo, o daatompletamente omitido, a fim de

evitar complexacdo com o Al, precipitando e diminlai a sua atividade quimica, e com
acréscimo de 740 uM de Al. O pH foi diariamente me@& permaneceu em 4,5. Cada
um dos recipientes recebeu também plantulas d& &&yquais serviram como controle
negativo. Apdés 48 horas, as plantulas foram traidsfe novamente para solucéo
nutritiva completa sem Al por mais 72 horas, seeikio medido o recrescimento. Este

experimento foi repetido duas vezes.

TABELA 3. Composicdo da solugcdo nutritiva: fontesinenais usadas e
concentragéo final

Concentracéo final do sal

Ca(NGy)2.4H,0 4 mM
MgSO.7H,O 2 mM
KNO3 4 mM
(NH4).SO, 0,435 mM
KH.POy 0,5 mM
MnSOy.1H,O 2 uM
CusSQ 0,3uM
ZnSQ.7H,0 0,8uM
NaCl 30uM
NaMoO,.2H,0O 0,1uM
H3BO; 10 uM
GeoFe-6 0,9 mM

3.3.3 Analise de recrescimento

O recrescimento da raiz foi medido apds os sete alia hidroponia conforme
Nava (2005). A partir do choque com Al foi possieblservar alteragdes nas raizes
como curvatura e engrossamento ou calosidade dgniacipal gerada pela exposicao
ao Al. O ponto de engrossamento (calo) foi utilzadmo ponto inicial para medigao

do recrescimento com o auxilio de um paquimetritadig
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3.3.4 Distribuicéo de frequéncias

A determinagdo do numero de genes foi realizadavédr de uma analise
qualitativa, com base na distribuicdo de frequéndm recrescimento da raiz principal
da geracdo F2 de cruzamentos entre os gendtipaarités UFRGS 17 e UPF 91Al
100-1-14. A distribuicdo de frequéncia foi analesauin Excel, utilizando-se 30 classes

com intervalos de 1 mm.

3.5 Localizag&o do Al

As condicdes de crescimento foram as mesmas @essaadt estudo do estresse
oxidativo. As plantas foram analisadas apés seie di crescimento continuo em Al e
comparadas com as plantas crescidas na ausénigaebimsento.

As raizes foram lavadas em agua destilada por b5emdepois coradas com
solugédo de 0,2% de hematoxilina e 0,02% de sKgOr 15 min em temperatura
ambiente. Em seguida, as raizes sofreram desidoatagn teores crescente de etanol e
xilol. Segmentos de 1 cm de &pices radicularesrfa@mblocados em parafina. Foram
feitos cortes transversais em microtomo com 10 penespessura a partir do apice
radicular. Por fim, as fitas de cortes de parafm@am retiradas cuidadosamente e
colocadas sob uma gota de agua na lamina. As larforem aquecidas para a remogao
da parafina e fixadas com glicerina. Por fim, oste foram visualizados em

microscopio otico.

3.6 Analise estatistica
Os experimentos foram conduzidos em delineameméramente casualizado.
Para a analise estatistica, utilizou-se a an&is®iél. A comparacdo entre médias foi

realizada pelo teste de Duncan, a 5% de probatddidBoram realizadas andlises de
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correlacdo entre as caracteristicas avaliadas. sTao testes estatisticos foram

realizados com o programa SAStdtistical Analysis Systém



4 RESULTADOS

4.1 Metabolismo Antioxidante

Os dados referentes ao metabolismo antioxidantestramam diferenca
significativa entre os fatores Al (presenca e acisgnoérgaos (épice, raiz e folha) e
genotipos, nas diferentes analises. O Al apenasntéi@giu significativamente com os
diferentes gendtipos (tolerante e sensivel) naisesade peroxidacdo de hidrogénio
(H20,). A interagdo triplice ndo foi significativa apenpara a andlise de,®,. Os
teores dos pigmentos cloroplastidicos (clorofila ofgrofila B e carotendides) nédo

foram significativamente afetados por nenhum duméa testados (Tabela 4).

TABELA 4. Analise de variancia, com probabilidade determanpdra o efeito de
aluminio, 6rgao e gendtipo

Pr>F
Causada Variagdo GL TBARs NPSH AsA ., CAT APX GR ClorA ClorB Carot.
Aluminio (Al) 1w o ek o * * NS NS NS
O rg ao 2 *k ** *k *% *k *% *% _ _ _
Genotipo (Gen) 2 * o o ok ok ok w* NS NS NS
Al x 6rgao 2 ok ok ok o Hok * —_— ) )
Gen x Al 2 ** * * NS o ok o NS NS NS
Gen x 6rgéao 2w ok o w Hk - o ) )
GenxAlxoérgdo 4 * *x ** NS * *ok o ) )
C.V. (%) 6,99 4,89 1,80 10,95 932 9,60 7,41 23,319,52 24,17

ClorA: Clorofila A; ClorB: Clorofila B; Carot.: Carotendide
CV: Coeficiente de variacao.

*significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
**significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

NS: N&o significativo
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Houve correlacdo negativa do teor de NPSH, AsA)Hatividade de CAT com
o nivel de peroxidacao de lipideos (TBARS). Houwealacdo entre os teores de NPSH
e 0s de AsA ecom a atividade da enzima CAT. Entteta&o houve correlacdo do teor
de NPSH com o conteudo de®4. Os niveis de kD, também n&o se correlacionaram
com a atividade da CAT e com o teor de AsA. Os pigiws fotossintéticos clorA,
clorB e carotendides apresentaram correlacdo p@sifienas com o conteido de AsA

(Tabela 5).

TABELA 5.  Coeficientes de correlag@o entre as difiges analises relacionadas ao
metabolismo antioxidante e pigmentos cloroplast&linos gendtipos
de aveia branca

(n Pr>F

TBARs GSH AsA HO, CAT
TBARs - -0,80** -0,74** -0,32* -0,73**
GSH -0,80** - 0,54* NS 0,76**
AsA -0,74** 0,54* - NS 0,56*
H,0, -0,32* NS NS - NS
CAT -0,73* 0,76** 0,56* NS -
ClorA NS NS 0,62* NS NS
ClorB NS NS 0,70* NS NS
Carot. NS NS 0,65* NS NS

ClorA: Clorofila A; ClorB: Clorofila B; Carot.: Carotendide
*significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
**significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

NS: N&o significativo

4.1.1 Atividade enzimatica

4.1.1.1 Atividade da enzima superoxido dismutase ()

A atividade antioxidante da enzima SOD foi verifiasem todos os genaétipos
tanto na presenca como na auséncia de Al.

As analises do padréo e atividade das isoform& Qi atravées de PAGE nativo
mostraram trés isoformas em aveia (Figura 4). aferimas foram definidas como SOD
1, 2 e 3. Observou-se maior atividade das isofor&@B 1 e 2 no sistema radicular e

maior atividade da isoforma SOD3 na parte aérea.
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Na zona diferenciada da raiz, a atividade de SQBsaptou resposta oposta nos
gendtipos tolerantes quando da exposi¢cdo ao Alg&imtipo UFRGS 17 a atividade
das isoformas de SOD aumentou especialmente da Sfdpdanto UPF 91 Al 100-1-4
reduziu a atividade das isoformas na presenca d®© Ajenoétipo sensivel manteve a
atividade das trés isoformas similar independertepresenca de Al. J& no apice
radicular, houve comportamento diferenciado enbdos os genodtipos. UFRGS 17
reduziu a atividade de SOD1 e aumentou de SOD2resepca de Al no apice,
enquanto UFRGS 930598 reduziu a atividade dasigofsrmas. UPF 91 Al 100-1-4
teve a atividade de SOD1 e 2 aumentadas pela geedenAl (Figura 4).

Nas folhas, a atividade da isoforma 3 foi elevadaireilar entre todos os
gendtipos e independente da presenca de Al. Par lawlo, observou-se incremento na

atividade de SOD1 e 2 na presenca de Al para UFR@GXMIFRGS 930598.

Apice radicular Raiz (zona diferenciada) Folha
1 2 3 1 2 3 1 2 3

+ -+ - + - T+ - T+ - + + - + - T+ -

LR LN B

FIGURA 4. Perfil da atividade da enzima superoxiigmutase em PAGE no apice
radicular, na zona diferenciada da raiz e nas $ofteaplantulas de aveia
dos genotipos UFRGS 17 (1), UFRGS 930598 (2) e 9% 100-1-4
(3) submetidas ao estresse por toxidez de Al (tgrda sete dias.

4.1.1.2 Atividade da enzima ascorbato peroxidase PX)

No gendtipo tolerante UFRGS 17 ocorreu uma dimamiga atividade da APX
guando as plantas foram tratadas com Al, tanteeg@&ae do apice radicular quanto na
regido diferenciada da raiz. Enquanto nos demaisotgms ndo houve efeito

significativo do Al sobre esta enzima na raiz (Fagh).
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O gendtipo UFRGS 17 possui a atividade da enzimd Béhm mais elevada nos
apices radiculares em situacdo normal, sem estpess, que os demais genétipos. O
gendtipo UPF 91 Al 100-1-4 n&o apresentou diferexigaificativa ao estresse por Al,
comparado ao tratamento sem Al. Na presenca da atividade de APX foi superior
no gendtipo UPF 91 Al 100-1-4, seguido pelo ouadiipo tolerante, UFRGS 17. O
genotipo sensivel apresentou a menor atividade ndama no apice radicular na
presenca de Al.

Na regido diferenciada da raiz, a atividade foumedia em cerca de 6 vezes pela
presenca de Al em UFRGS 17. No gen6tipo UFRGS S0batividade foi similar em

ambas as condi¢Ges (Figura 5).

nmol/min/mg proteina

Apice Raiz Folha

BUFRGS 17 OUFRGS 930598 BUPF91AI 100-1-4

FIGURA 5. Atividade da enzima ascorbato peroxid#geX) no apice radicular, na
zona diferenciada da raiz (raiz) e nas folhas detplas de aveia dos
genotipos UFRGS 17 (Al-tolerante), UFRGS 930598 ¢Ahsivel) e
UPF 91Al 100-1-4 (Al-tolerante) submetidas ao esteepor toxidez de
Al (+) ou sem Al (-) durante sete dias. Médias evie padrao
apresentados. Letras mailsculas comparam gendatgmiso da mesma
dose e oOrgao e, letras mindsculas comparam doses did mesmo
genotipo e orgao, pelo teste Duncan ao nivel de 5%.
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Todos os genotipos apresentaram, de forma gerabmadividade da enzima na
folha comparada a atividade nas regifes da raju&i5). A atividade de APX na folha
nao diferiu entre gendtipos na presenca de Al. Apengendtipo UFRGS 17 aumentou

a atividade de APX na presenca de Al igualandmsedamais genotipos.

4.1.1.3 Atividade da enzima Catalase (CAT)

O gendtipo tolerante UFRGS 17 apresentou ativid@d€AT maior no apice de
raizes tratadas com Al, em relagdo aos demaisigesoiNo entanto, a atividade deste
foi reduzida em relacdo a condicdo sem Al (FigyraN@s demais genotipos, 0s niveis
de CAT mantiveram-se constantes nos apices radisutens tratamentos com e sem Al

(Figura 6).

pmol/min/mgproteina

Apice Raiz Folha

BUFRGS 17 OUFRGS 930598 mUPF 91AI 100-1-4

FIGURA 6. Atividade da enzima catalase no apicéctadr, na zona diferenciada da
raiz (raiz) e nas folhas de plantulas de aveiaggmstipos UFRGS 17
(Al-tolerante), UFRGS 930598 (Al sensivel) e UPFAB100-1-4 (Al-
tolerante) submetidas ao estresse por toxidez dg)Abu sem Al (-)
durante sete dias. Médias e desvio padrdo apreesntd etras
mailsculas comparam genoétipos dentro da mesmaeddsgio e, letras
minusculas comparam doses dentro do mesmo gendtipgao, pelo
teste Duncan ao nivel de 5%.
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Na regido diferenciada da raiz, na auséncia del@dervou-se maior atividade
de CAT em UFRGS 17, seguido por UPF 91 Al 100-Estas atividades reduziram em
torno de 90 e 85 % pela exposicdo ao Al, respeuevde. Nao houve efeito
significativo sobre o genétipo UFRGS 930598.

Os maiores niveis de atividade de CAT foram enedos nas folhas, os quais
ndo foram afetados significativamente pela expos@d Al, a excecdo do gendtipo

sensivel que reduziu a atividade em 40% (Figura 6).

4.1.1.4 Atividade da enzima Glutationa Redutase (GR

O gendtipo tolerante UFRGS 17 aumentou os niveisitiidade de GR no
tratamento com Al no &pice radicular (aproximadaeenquatro vezes) e na zona
diferenciada da raiz (aproximadamente duas vez@spenotipo sensivel UFRGS
930598 também aumentou os niveis de GR no apicautad(duas vezes) e com menor
intensidade na zona diferenciada das raizes entaplaratadas com Al, comparadas
aguelas sem a presenca deste elemento.

Verificou-se que a atividade da GR no genotiporéoiee UPF 91 Al100-1-4
manteve-se constante em toda raiz, independengd. d®orém, na folha, os niveis de
GR reduziram no tratamento com Al (Figura 7).

Nas folhas, houve reducao significativa da ativeddd GR no gendtipo sensivel

pela exposicéo ao Al, no entanto sendo ainda supess gendtipos tolerantes.
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B UFRGS 17 DOUFRGS 930598 BUPF 91 Al 100-1-4

FIGURA 7. Atividade da enzima glutationa redutase apice radicular, na zona
diferenciada da raiz (raiz) e nas folhas de plastulle aveia dos
genotipos UFRGS 17 (Al-tolerante), UFRGS 930598 ¢Ahsivel) e
UPF 91Al 100-1-4 (Al-tolerante) submetidas ao esteepor toxidez de
Al (+) ou sem Al (-) durante sete dias. Médias evde padrao
apresentados. Letras mailsculas comparam gendatgmiso da mesma
dose e oOrgao e, letras mindsculas comparam doses did mesmo
genotipo e orgao, pelo teste Duncan ao nivel de 5%.

4.1.2 Atividade ndo enzimatica

4.1.2.2 Contetdo de tidis ndo-protéicos (NPSH) e ilo Ascorbico (AsA).

O contetdo de NPSH foi reduzido na presenca doaalfolhas no gendtipo
sensivel UFRGS 930598 e do tolerante UPF 91 Al 11d0-A cultivar UFRGS17
aumentou o teor de NPSH na presenca de Al na panta e na regido diferenciada da
raiz (Figura 8).

Entre as cultivares, a cultivar UFRGS 17 apresentaior conteiddo de NPSH
na presenca do Al no apice radicular e nas follhgsika 8).

O conteudo de AsA aumentou na raiz dos genotigdesantes na presenca do Al
no apice com maior intensidade para UFRGS 17 easadiferenciada da raiz para UPF

91 Al 100-1-4. Por outro lado o gendtipo sensivaduziu o conteddo na raiz. O
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conteudo de AsA foi similar na parte aérea inddpate do Al e mostrou-se menor

para o genotipo sensivel em ambas condi¢des (Fjura

4.1.2.3 Pigmentos Cloroplastidicos

Como esperado, o conteudo de clorofila a foi Sapans demais pigmentos em
todos os gendtipos, porém ndo houve diferencafgigtiva entre os tratamentos com e

sem Al. Ndo houve diferenca significativa entregenotipos e pela presenca do Al nos

teores dos pigmentos avaliados (Figura 10).
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Apice Raiz Folha
BUFRGS 17 OUFRGS 930598 BUPF 91AI100-1-4
FIGURA 8.

Concentracao de tidis nao protéicos (NP&Hnol-SH/g PF) no apice
radicular, radicular, na zona diferenciada da (eazz) e nas folhas de
plantulas de aveia dos gendtipos UFRGS 17 (Al-doler), UFRGS

930598 (Al sensivel) e UPF 91Al 100-1-4 (Al-tolaé&nsubmetidas ao
estresse por toxidez de Al (+) ou sem Al (-) duzssete dias. Médias e
desvio padrdo apresentados. Letras mailsculas campgenotipos

dentro da mesma dose e o6rgdo e, letras mindscalapatam doses
dentro do mesmo genotipo e 6rgao, pelo teste Dumcanivel de 5%.
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Apice ‘ Raiz ‘ Folha ‘

BUFRGS 17 OUFRGS 930598 BUPF 91AI100-1-4

Concentragdo de &cido ascorbico (AsA@piae radicular, na zona dife-
renciada da raiz (raiz) e na parte aérea (folh@g,genadtipos tolerantes
UFRGS 17 (Al-tolerante), UFRGS 930598 (Al-sensiwelJJPF 91Al
100-1-4 (Al-tolerante) submetidas ao estresse pdrAou sem Al (-)
durante sete dias. Médias e desvio padrdo apreesntd etras
maiusculas comparam genotipos dentro da mesmaeddsgio e, letras

minusculas comparam doses dentro do mesmo genétipgao, pelo
teste Duncan ao nivel de 5%.

2,0 NS

Clorofila a Clorofila b

Carotendides
BUFRGS 17 OUFRGS 930598 BUPF 91 Al 100-1-4

Conteudo de clorofila a, b, e caroteeéidm plantulas de aveia branca
dos genotipos sensivel UFRGS 930598 e nos genodtglesantes
UFRGS 17 e UPF 91Al 100-1-4 submetidas ao estpgmstoxidez de

Al (+) ou sem estresse (-) durante sete dias. Ni®: $iynificativo pelo
teste Duncan ao nivel de 5%.
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4.1.2.4Histolocalizagéo de F0,

Através da analise histologica dH,O,, observouse que 0s trés genotip
apresentaram producao d,O, nas raizes em todas as condic@@sando as plantas
aveia foram expostamo estresse por Al, houwaumento na producao deO, (Figura

11). Nao houve diferencvisivel na producdo de B, de raizesentre os gendtipc

tolerantes e o sensivel.

UFRGS 930598

UPF 91Al 100-1-4

FIGURA 11. Histolocalizacdo de perdxido de hidrogéem raizes ¢ genoétipos de
aveia branc expostas por 7 dias a 740uM. M coloracdo marror
avermelhada representa a formagdo de perdxido dfegénio en
raizes. A) UFRGS 930598 com Al}) UFRGS 930598 sem Al; (
UFRGS 17 com Al; D) UFRGS 17 sem Al; E) UPF 91Al-1-4 com
Al; F) UPF91Al 100-1-4 sem Al (aumento 40x).

4.1.1.5Histolocalizacdo de Superoxid
A analise histologica de superdx mostroumaior producdo de superox em
raizes dogendtipo sensivel UFRGS 930!, expostas ao tratamento ccAl (Figura

12A), em relacdo amizes sem estresse [Al (Figura 12B)e aos demais gendtip
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(Figura 12 C-F)A formacgédo de superoxido rgendtipo tolerante UFRGS ‘também
foi observada emesposta ao Al (Figura 12C e 1: porém em menor magnitt.

No genotipo UPF 91AL1(-1-4 a producdo de superéxido das plantas exp
ao Al restringiuse as células do fei vascular, com menor producacs demais tecidos

(Figura 12E), diferindo deraizesque néo sofreram estresse (Figura 1

UFRGS 93059

UFRGS 1" e

UPF 91Al 100-14

Feixe Vascule

FIGURA 12. Histolocalizacdo de superdxiem raizes dgenétipos de aveia brar
expostas por 7 dias a 740uM. A coloracdo azulada represent
formacao de superoxido em raizes. A) UFRGS 930588 Al; B)
UFRGS 930598 sem Al; C) UFRGS 17 com Al; D) UFRGSsém Al;
E) UPF 91AI10-1-4 com Al; F) UPF 91Al 100-%-sem Al (aument
40x).

As duas variedades tolerantes estudadas pgiram naturalmente o radic
superoxido, porém na cultiv UFRGS 17 a producéo foi visualizagléncipalmentenas
células da epiderme, ndo haverpresencado radical em pélos radiculares (Fig
13A). Ja em UPF 91 Al 1-1-4, a produc¢do de superoxido ficmaximizada na regié

de emissao de raizes laterais, sendo reduzidahdascda epiderme (Figura 13
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FIGURA 13. Histolocalizacdo de superoxido nos genotipos ddaabeanca. A
coloracao azulada representa a formacao de suderéri raizes. A
producédo de superoxido em células da epiderme 6REF-1L7 sem Al
B) producao de superdéxina raiz lateratle UPF 91Al 10-1-4 sem Al
(aumento 100s.

4.1.1.6Teor de Peréxido de Hidrogénio (+,0,)

O genotipo sensivel UFRGS 9305na presenca de Adpresentou 0,0
0,043.mol/g de peso fresco de;O, no apice radiculag na regido diferenciada da |,
respectivamente, sendo ogiores teores encontrados, diferenciaselaos gendtipc
tolerantes. Os genotipos toleral ndo apresentaram aumemtos teores ¢ H,O, na
presenca de Al na ra{Figura 14).

As folhas apresentaram os niveis mais baixos,0, e, novamente 0 genoti|
sensivel na presenca de Al, diferen-se dos demais. Houve usequeno increment

nos gendtipos UFRGS na presenca ¢ em relacdo a auséncia (Figura .

4.1.1.7Peroxidacao de lipideos (TBARS

No é&pice radiculana presenca de Al, o gendtipo tolerabteF 91Al 10¢-1-4
reduziuos niveis de malonaldeido (MD/«m relacdo a ausénaie Al e, 0 gendtipo
UFGRS 17 manteve-asmilare:. Por outro ladop gendtipo sensiveUFRGS 930598

aumentowos niveis de MDA em toda a raiz na preca de Al.
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Na regido diferenciada das raizes, o genétipo UPM 200-1-4 apresentou
aumento da peroxidacao de lipideos na presencd, gm#m em menor magnitude que
0 genotipo sensivel UFRGS930598.

O nivel de acumulo de MDA foi menor nas folhas eulos os gendtipos. A
adicdo do Al causou aumento de MDA no genétipo UEHG e novamente no sensivel

UFRGS 930598 (Figura 15). O conteudo de MDA foi gemsuperior no genotipo

sensivel na presenca de Al

pmol/g de PF

Apice Raiz Folha

BUFRGS 17 OUFRGS 930598 BUPF 91AI100-1-4

FIGURA 14. Producéo de peroxido de hidrogénio (gnde peso fresco) no apice
radicular (apice), na zona diferenciada da raiz)ra nas folhas de
plantulas de aveia dos gendtipos UFRGS 17 (Al-oler), UFRGS
930598 (Al sensivel) e UPF 91Al 100-1-4 (Al-tolaeeysubmetidas ao
estresse por toxidez de Al (+) ou sem Al (-) dueesdte dias. Médias e
desvio padrdo apresentados. Letras mailsculas campgenotipos
dentro da mesma dose e 6rgdo e, letras minUscotapatam doses
dentro do mesmo genotipo e 6rgéo, pelo teste Duazanivel de 5%.
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Apice Raiz Folha

mUFRGS 17 OUFRGS 930598 mUPF 91AI100-1-4
FIGURA 15. Niveis de malonaldeido (MDA) (mmol MDAgnproteina) no apice
radicular (apice), na zona diferenciada da raiz)ra nas folhas de
plantulas de aveia dos gendtipos UFRGS 17 (Al-doley), UFRGS
930598 (Al sensivel) e UPF 91Al 100-1-4 (Al-tolegnsubmetidas ao
estresse por toxidez de Al (+) ou sem Al (-) dueesdte dias. Médias e
desvio padrdo apresentados. Letras maiusculas campgenotipos

dentro da mesma dose e 6rgdo e, letras minUscotapatam doses
dentro do mesmo genotipo e 6rgao, pelo teste Duacanivel de 5%.

4.2 Analise de Recrescimento

Um sintoma comumente observado em aveia brancaetigama exposicdo
temporaria ao Al é o engrossamento ou calosidadépa® da raiz principal. Outros
sintomas de toxidez por Al foram percebidos neségee do experimento, como a
mudanca na coloragéo normal da raiz, a qual seuammais amarelada, e formacao de
uma curvatura na extremidade das raizes (Figura 16)

Os genotipos parentais tolerantes UFRGS 17 e URPH 2Q0-1-4 apresentaram
maiores valores de recrescimento da raiz princig@ahprovando que estes gendtipos

sao tolerantes ao Al, enquanto o genétipo UFRGS®B@ sensivel (Tabela 6).
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curvature calosidad curvaturs

FIGURA 16. Sintomas da exposi¢cdo temporaria ao Al em aveiachraCalosidad
formada pela presenca do Al téxico em plantulaawi#a. Raizes col
coloracdo escurecida e com a presenca de uma wa@vna
extremidade. Sintomas presentes apc¢ h de exposicdo a 7uM de
Al, (A) genotipo tolerante, (e C) gendtipo sensivel

TABELA 6. Médias do recrescimento da raiz principal (mm) s@ibamento di
740uM de Al nos gendtipos toantes UFRGS 17 e UPF 91Al -1-4
e, o genadtipo sensivel UFRGS 930.

Genotipo Médias DP Minimo Maximo
UFRGS 17 12,47 A 2,88 511 27,50
UPF 91A1100-1-4 16,89 A 5,14 4,90 30,35
UFRGS 930598 591 B 1,79 3,08 11,67
Média Geral 11,75

DP: Desvio Padradviédias seguidas pela mesma letra, nao diferera snpelo testDuncanao nivel de 5%

4.2.1Distribuicéo de Frequéncie

Verificou-se a distribuicdo de frequéncia para populagd¢ provenientes do
cruzamento entre 0s genoti tolerantes UFRGS17 e UPF91AI108t. O parametro
utilizado foi o comprimento da raiz principal a frada calosidade formada devido
contato com o Al toxicoA média de resposta ao Al, apresentada populacéo F, foi
15,87 mm,sendo os valores extremos 7 e mm, os quais foranabrangidos pela

amplitude dos paig-igura 17).
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FIGURA 17. Distribuicdo das frequéncias do recregcito da raiz principal (mm)
da populacdo UFRGS 91 Al 100-1-4 x UFRGS 17 aposjah de A®
(740 uM).
4.3 Citolocalizacdo de Al via hematoxilina
A partir do corte transversal do tecido da ralzsesvou-se localizacdo do Al
diferenciada entre os genoétipos. Houve acumulo deafepiderme, cértex e feixes
vasculares no geno6tipo UFRGS 930598 (Figura 18A)géhotipo tolerante UFRGS 17
0 Al permaneceu na epiderme ndo sendo observaddotacao para a regido do cortex
e tecidos vasculares (Figura 18B). O gendtipo doker UPF 91 Al 100-1-4, mostrou

acumulo de Al na epiderme, em algumas células dexeé no feixe vascular, similar

ao observado para o genotipo sensivel (Figura 18C).
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Feixe vascular Epiderme Feixe vascule

FIGURA 18.

Cortes transversai(10um) de raizesle aveia brancicoradas com
hematoxilinaapds sete dias de exposicdo a j{#de Al. A coloracac

roxa avermelhadindicaa localizacédo de Al. (A) UFRGS 930598, |

UFRGS 17 e (C) UPF 91Al 1-1-4 (Aumento 200x).



5 DISCUSSAO

A tolerancia ao Al tem sido estudada por progradeamelhoramento genético,
a fim de se obter genétipos com niveis adequaddslel@ncia e permitir o cultivo de
espécies agricolas em areas com niveis toxicosl dhavaet al, 2006). O primeiro
sintoma observado da toxidez por Al é a inibicAccdescimento da raiz (Foy, 1988).
Esta caracteristica tem sido utilizada para difdgegngenétipos dentro da mesma
espécie quanto a tolerancia ao Al.

Diferentes metodologias tém sido utilizadas, semdmais comum o0 crescimento
relativo a condi¢cdo sem o estresse. No caso da,avenetodologia que se mostra mais
eficiente é a analise de recrescimento radiculparéir do choque por Al (Sanchez-
Chaconet al, 2000). Esta técnica permitiu mensurar o comprtméa raiz a partir da
calosidade formada apés a exposi¢do ao Al e diferens gendtipos avaliados (Tabela
6). Ainda, outros sintomas de toxidez foram idésddos: as raizes apresentaram
coloragéo amarelada e foi possivel verificar unraatura nas extremidades das raizes,
formada devido a alteragBes na divisdo celularufgidl6). A tolerdncia do gendtipo
UFRGS 17 e a sensibilidade de UFRGS 930598 tambéamfconfirmadas avaliando
0 crescimento relativo em exposicdo continuada h@ok sete dias em hidroponia
(Limberger, 2006) e pela exposi¢cao ao Al no solav@ 2005), indicando que a andlise

de recrescimento radicular é eficiente em difesnguanto a tolerancia.
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Os genotipos de aveia tolerantes mostraram gramiifesencas para o
recrescimento da raiz principal em relagcdo ao gehdNo entanto, observou-se uma
grande amplitude de resposta dos individuos de mgemotipo, onde o recrescimento
variou de 5 a 30 mm nos gendtipos consideradosatdks (Figura 17). Similar
amplitude foi obtida por Nava (2005) e Oliveira @2D. Esta variacdo sugere um forte
efeito de outros fatores, que ndo o genético, maeszdo da toleranci&egundo
Lisitsyn (2000), a tolerancia ao Al é muito depeartde das condicbes de
desenvolvimento da semente. Do mesmo modo, Limb¢P§®6) observou variagbes
no grau de tolerancia devido as condigcbes ambgediaiante a exposicdo ao estresse
em aveia. Essas variacbes dentro dos gendtipoantom estudo da tolerancia ainda
mais complexo, uma vez que alguns individuos cotapese como sensiveis, apesar
de pertencerem ao gendtipo tolerante (Tabela 6).

De acordo com os trabalhos realizados por Sanchazdbet al (2000) e
Oliveira et al (2005), o carater tolerancia a toxidez de alum&iuma caracteristica
herdavel, controlada por um gene e a acdo génisanama foi a de dominancia,
havendo alelos mdltiplos. Avaliando um namero mdm®icruzamentos, Wagner (1999)
obteve resultados indicando a presenca de um agdoss dominantes envolvidos na
tolerancia ao aluminio. A presenca de um Unico gamoenovendo a tolerancia foi
sugerida para o genétipo UPF 91 Al 100-1-4 (Oleveiral, 2005). Da mesma forma,
através da avaliagdo de linhagens recombinantesyutamento de UFRGS 17 com
UFRGS 930598, a tolerancia ao Al do genétipo UFRIGSoi considerada devido a
presenca de um gene, onde 0 gendtipo tolerantegeaor alelAlLAl, € 0 sensivedl al,
(Navaet al, 2006).

Para avaliar se a tolerancia ao Al nos gen6tipdRG&% 17 e UPF 91 Al 100-1-4

se devia ao mesmo gene, avaliaram-se os individBodo cruzamento entre os dois
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gendtipos tolerantes. A andlise de frequéncia sug@resenca de apenas um gene, uma
vez que ndo houve segregacdo para a caracterégstigeo foi verificado individuo
sensivel na populacdo F2. Os individuos tiveramesetmento da raiz entre 7 e 28 mm,
dentro da amplitude observada para os genitorgar@il7). A amplitude de frequéncia
da populacédo F2, similar ao que ocorreu com os fdaige-se possivelmente a fatores
ambientais e ndo genéticos. Acredita-se na preskEngan Unico gene maior conferindo
a tolerancia, porém genes menores relacionadoss@esse também podem estar
presentes e serem influenciados pelo ambiente.a@sppssuenibackgroundgenético
diferente, o que pode gerar expressao diferendadgenes com agamwnstreando
gene responsavel pela tolerdncia sob mesma condigdtmental, conduzindo a
diferencas, tais como na atividade das enzimasxaddéntes.

O mecanismo de tolerancia e a funcdo deste possived gene responsavel
pela tolerancia ao Al nestes dois genoétipos deaav@d sao conhecidos. De acordo com
a literatura, os dois primeiros genes identificag®solerancia ao Al foram relacionados
a secrecdo de &cidos organicos. O g@adLMT1 codifica um transportador
constitutivo de malato e foi encontrado em trigazgkiet al, 2004) e o genSbMATE
codifica um transportador de citrato induzido p&lencontrado em sorgo (Magalhaes
et al, 2007).

Estudos realizados a campo com as linhagens renantbs da populacéo F6 do
cruzamento de UFRGS 17 com UFRGS 930598 indicaram @ mecanismo de
tolerancia ao Al em UFRGS 17 ndo se deve a umateaistica constitutiva e sim
induzida pelo estresse por toxidez de Al (Nawal, 2006).

Ha evidéncias que o estresse por Al pode aumentaoducdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) nas plantas (Cakmakafstl 1991; Deviet al, 2003;

Pandaet al, 2008). O efeito inibitério do Al sobre as céhilda raiz ocorre mais cedo
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do que a ativacdo de algumas defesas de plantas coestresse oxidativo, reforcando
a hipoétese de que o estresse oxidativo ndo é @ipaiwausa da inibicdo do crescimento
radicular (Boscoleet al, 2003). Por outro lado, em batata, houve coréelggositiva
entre o aumento de EROs e inibigdo do crescimekicular nas primeiras 24 horas de
exposicao ao Al (Tabaldit al, 2009).

A inducdo da producdo de EROs na presenca de Adriicada em menor
guantidade em espécies tolerantes, resultando emresedanos oxidativos (Darleh
al., 2004; Tabaldiet al, 2009). Os dados obtidos no presente estudorowri a
relacdo entre toxidez por Al e geracdo de EROs, vezaque 0 genotipo sensivel
UFRGS 930598 apresentou maior teor d®He maior peroxidacdo de lipideos nas
raizes na presenca do Al (Figuras 14 e 15).

O Al, ao entrar em contato com a raiz, se acumucipalmente no apoplasto e
atravessa vagarosamente a membrana plasmaticandauss efeitos toxicos do metal
(Vazquezet al,1999). Estes autores observaram, alteracdes tn#ues da parede
celular, em raizes de milho, uma vez que os elgtppesentes nesta regiao funcionam
como alvos do metal. Ainda, identificaram rupturess células do cértex de apices
radiculares, as quais exibem numerosos e pequaeam®les que funcionam como
depdsitos de ions, apos 24 h de tratamento coiNApresente estudo, foi verificada a
presenca do Al nas células da epiderme no gentitip@ante UFRGS 17 (Figura 18B).
Entretanto, foi detectada também a presenca dag#\télulas do cértex e no cambio no
genotipo sensivel UFRGS 930598 (Figura 18A) e mitjeo tolerante UPF 91 Al 100-
1-4 (Figura 18C).

Quando o Al entra em contato com as células vegyedai plantas possuem
varios mecanismos para detoxificad-lo e minimizausse&lanos. Entre eles estd o

mecanismo enzimatico de defesa, envolvendo vanasas, como SOD, APX, CAT e
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GR (Noctoret al,2002). O comportamento do sistema antioxidantegen®dtipos de
aveia contrastantes quanto a tolerancia ao efeioa de Al foi avaliado. Foi possivel
identificar trés isoformas da enzima SOD nos texidi® aveia branca, sendo a isoforma
SOD3 né&o responsiva ao Al e mais ativa nos tedolases. Os dados demonstraram
aumento na atividade da SOD nas cultivares tolesddFRGS17 e UPF 91 Al100-1-4
em resposta ao Al (Figura 4). Este comportamentde pgarantir um sistema
antioxidante eficiente, uma vez que ocorrer4d mdismutacdo do © reduzindo os
danos oxidativos nestes genétipos. O mesmo foitatamo por Ghanatt al. (2005)

em raizes da planta de cha. Ja no gendtipo sersivednor atividade das enzimas SOD
pode resultar em maior formacgéo dg @, posteriormente, de outras EROs, resultando
em danos nos tecidos vegetais.

Apesar do comportamento geral de aumento da SOQewdtipos tolerantes,
observou-se no 4pice das raizes comportamenteiddiedo em relacdo as isoformas,
onde UFRGS 17 aumentou uma e reduziu outra isofermeaesposta ao Al (Figura 4).
Em milho, foi observado comportamento constanterdama SOD, tanto em genoétipos
tolerantes como em sensiveis, durante 24 h de ie§pogo Al, sugerindo ndo ser fator
determinante da tolerancia (Giannakaetial, 2010).

O papel da SOD é participar da catalise dé ®HO, e G (Alscheret al,
2002). Entretanto, mesmo com elevada atividade @B, Soram encontrados teores
expressivos de superéxido nas raizes dos gendfjmsea 12). O genétipo UFRGS 17,
na presenca de Al, aumentou a atividade da SODur@ig), o que possivelmente
causou o menor acimulo de @a raizem relagdo ao gendtipo sensivel (Figura 12A e
C). Interessante observar que o gendtipo UPF 9D0AIt4 aumentou o nivel de
superoxido na presenca de Al apenas nos feixesilaass e, ndo nos demais tecidos

(Figura 12 E). A parede celular e a membrana plasan&onstituem as camadas
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celulares que conferem protecdo as células aassssr ambientais bidticos e abioticos
(Mohan Murali Acharyet al, 2008). A elevada formacdo de"has membranas do
genotipo sensivel pode contribuir para sua redueidemnsao celular, assim como a
presenca do radical no nucleo prejudica a divigdolar, reduzindo o crescimento das
raizes.

Outra enzima avaliada foi APX, a qual participardducédo do kD, a HO
usando o acido ascorbico como doador de elétrontg Murali Acharyet al, 2008).

O aumento da atividade da APX esta relacionadouaceato de acido ascoérbico e
reducdo do contetdo de,® (Dipierro et al, 2005). Nas raizes ndo houve alteracdo
significativa da atividade da APX pela presencaAjca excecdo do gendtipo UFRGS
17 onde esta foi reduzida (Figura 5). No entansoniveis de APX da UFRGS 17 sao
elevados na auséncia de Al na raiz, sendo provamérsuficientes para remocao das
EROs geradas nas primeiras horas de exposicdo aoEg#ths caracteristicas
possivelmente auxiliam na conferéncia de tolerariastes gendtipos. Ainda, o
gendtipo sensivel UFRGS 930598, mesmo com mawidatle da enzima APX do que
a UPF 91Al 100-1-4 na auséncia de Al no apice wdaiicquando submetido ao estresse
diminuiu significativamente os niveis de APX, fidaninferior aos demais gendtipos
(Figura 5). No entanto, esta ndo € a Unica enzimaal@da na degradacdo do peréxido
de hidrogénio.

O aumento na atividade antioxidante da CAT é wistoo mecanismo de defesa
contra as EROs geradas pela presenca do Al atdamdiem na degradacdo dedd a
H.O e Q, especialment@o peroxissomo (Darkét al, 2004). Em plantas de cha
(Ghanatiet al, 2005), trigo (Darkét al, 2004) e batata (Tabaldt al, 2009) foram
observados aumentos na atividade da CAT em railganites tratadas com Al. Porém,

no presente estudo, nenhum aumento foi observadoudade da CAT, sugerindo que
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o Al inibiu a atividade ou a sintese da enzima Q#dlraiz dos genétipos de aveia
(Figura 6).

As raizes do gendtipo UFRGS 17 produzem naturaknelgvados teores de
CAT na area diferenciada da raiz. E possivel queivas pré-existentes de CAT sejam
suficientes para eliminar as EROs, ndo havendosega@le da planta sintetizar mais
CAT quando submetida ao Al.

A atividade de CAT mostrou-se maior na parte aéapeesentando o genétipo
sensivel 1,8 vezes mais atividade que os toleraatesndicdo sem Al. Na presenca de
Al, a atividade de CAT nas folhas permaneceu iguas gendtipos tolerantes e
significantemente maior que a atividade desta emzim gendtipo sensivel UFRGS
930598 (Figura 6). Isto sugere gque o Al seja taualo para a parte aérea no genétipo
sensivel ou que os efeitos do Al na homeostaseizlafetem a atividade fotossintética.

A inibicdo da enzima CAT também foi verificada eélutas da raiz déllium
cepal. por Mohan Murali Acharyet al (2008). Os autores constataram que a CAT,
diferentemente das demais enzimas antioxidantes, re§uer poder redutor para
desestruturar a molécula de@4 em HO e Q. A CAT possui menor afinidade por
H.O, do que a APX e os autores atribuiram a APX o papébxidante de bD,,
quando este é encontrado em baixas concentracéeiudas. Em raizes de milho, a
inibicdo da atividade da CAT na presenca do Al seigeativacéo de outras peroxidases
responsaveis pela degradacédo d®HBoscoloet al, 2003). A quebra de #,, em
cevada, deve-se as peroxidases da parede celpiemdimtes de NADH (Tam&s al,
2004).

N&o houve correlacdo entre a atividade das enzkRase CAT e a producao
de peroxido de hidrogénio (Tabela 5). A inducacsitiese de peroxido de hidrogénio

no apice do genotipo sensivel, em plantas de awegids sete dias em solugéo
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hidropdnica sob estresse de 740 uM de Al (Figuna d4gere que o estresse por Al
induz a formacdo de EROs no &pice radicular do tggm&ensivel UFRGS 930598,
mas nao nos genotipos de aveia tolerantes, ou gg&caconjunta de enzimas redutoras
de perdxido de hidrogénio seja eficiente, espe@atmno apice radicular dos gendtipos
tolerantes. Neste local os teores de peréxido om@weataram na presenca do Al nos
genotipos tolerantes (Figura 14). Similar respdsiaobtida em raizes de milho
tolerantes ao Al (Boscolet al, 2003;Giannakoulat al, 2010) e batata (Tabalét al,
20009).

O ndo aumento da atividade em resposta ao Al damas APX e CAT pode
estar relacionado ao tempo de exposicdo ao estiess@mento da analise, ou seja, se
a explosao oxidativa ocorrer nas primeiras horasxg®sicdo ao Al, aos sete dias de
tratamento a reduzida quantidade @@t a baixa atividade enzimatica indicam que o
peréxido ja tenha sido degradado pelas enzima®xidintes. Na literatura, em
algumas espécies, o Al diminuiu o conteudo d@Hlependendo da quantidade e do
tempo de exposicdo ao Al. Em cevada, os maioresisnife HO, ocorreram nas
primeiras 24 h e reduziram em 48 h (Tarmeésl, 2004). Ja em abdbora, o aumento
desta ERO foi verificado até as primeiras 48 hxjmsicdo, decrescendo em seguida
(Dipierroet al, 2005).

A partir da histolocalizagcédo de,8, pode-se perceber que ocorreu acumulo de
peroxido de hidrogénio nas raizes de todos os ipasdhdependente da presenca de Al
(Figura 11). Esta producéo pode estar relacionadpapel sinalizador desta ERO. O
H,O, pode atuar como uma molécula sinalizadora geragatincamente no
metabolismo normal da planta ou mediante os esBdssticos e abibticos, iniciando
uma resposta de sinalizagcdo incluindo ativacdo eleeg que codificam enzimas

antioxidantes (Neilet al, 2002).
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A peroxidagdo de lipideos, mensurada a partir dw tke MDA, indicou
diferenca significativa, na presenca do Al, entee genotipos e 0Orgdos analisados
(Tabela 4). Os teores de peroxidacdo de lipideoseataram no gendtipo sensivel na
presenca de Al em todos os 6rgdos avaliados, imdlicaneficiéncia no sistema
antioxidante. Nos genoétipos tolerantes, os teoeskiziram nos apices radiculares
(Figura 15).

O aumento da peroxidacdo de lipideos no gendétipsiwe é visto como
sintoma recente de toxidez induzido pela presencAldOs lipideos sdo o primeiro
alvo celular atingido pelo estresse oxidativo,afdb o crescimento radicular, causando
danos irreversiveis aos tecidos celulares (Talsldil, 2009). O ndo incremento da
peroxidacdo de lipideos nos apices radiculareggdoétipos tolerantes na presenca de

Al indica um provavel sistema antioxidante eficeent

Entretanto, em raizes tolerantes de milho, houvaitdcdo do crescimento
radicular por Al mesmo sem indugcdo da peroxidagédipgideos. Isto indica que os
lipideos ndo séo alvo primario do estresse oxidativeste alvo varia dependendo da
espécie, podendo ser as proteinas (Boseblal, 2003). Nos gendétipos estudados,
houve correlacdo negativa entre o teor de MDA enterido de peroxido de hidrogénio
(Tabela 5). Isto sugere que o principal causadopetaxidacdo de lipideos nédo foi o
H.O,, podendo ser o radicaDH. Os lipideos da membrana sdo acidos graxos
insaturados e suas ligagOes duplas séo exceldntsspara o ataque de radicais livres
(Nordberg & Arnér, 2001). O ¥, pode ser convertido ao radical hidroxila, via Beag
quimica catalisada por metais, a partir da reagdéethton, sendo extremamente reativo
(Figura 2) e, assim, promovendo peroxidacdo néddgs da membrana.

A enzima GR contribui para remocao dghpla partir da GSH, aumentando a

tolerdncia a estresses ambientais (Sztlal, 2009). A atividade da enzima GR foi
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aumentada pelo Al nas raizes nos genoétipos UFRGSUFRGS 930598 e permaneceu
inalterada no gendtipo UPF 91Al 100-1-4 (Figura E¥sa pode ser uma enzima
importante na reducdo de EROs no genotipo UFRGS 17.

Além do sistema antioxidante enzimatico para redogidanos oxidativos, as
plantas possuem mecanismos nao enzimaticos deadefeso AsA, grupo de tidis ndo-
protéicos (NPSH) e carotendides, os quais funcioriatarrompendo a cascata
descontrolada de oxidacao dentro das organelaslfiabal, 2009).

No genotipo sensivel UFRGS 930598, o teor de Asiiziel significativamente
no apice e na zona diferenciada da raiz na presengd, mantendo-se elevado apenas
na parte aérea (Figura 9). A reducéo no teor detAsfém foi verificado em raizes de
clones sensiveis de batata apdés 24 h submetidastesse por Al (Tabaldit al,
20009).

Nas cultivares tolerantes de aveia estudadas, hauneento significativo de
AsA nas raizes, especialmente no apice. Este aommentconteddo de AsA pode
conferir tolerancia ao estresse, atuando como nsanprotetor, contribuindo na
detoxificagdo de EROs geradas pelo Al (Noctor & dfpyl998) protegendo a
membrana contra a peroxidagdo de lipideos (Talmldil, 2009) e, diminuindo os
danos gerados por EROs no DNA (Yah al, 2010). Em plantas de fumo, menor
contetdo de kD, e de peroxidacdo de lipideos foi encontrado emtgdatratadas com
Al comparadas ao controle. Isto foi atribuido aspreea da enzima DHAR capaz de
regenerar e elevar os teores de AsA (Mnhal, 2010). A reduzida peroxidacédo de
lipideos e de kD, nos gendétipos tolerantes de aveia estudados, geder-se ao
aumento da biossintese de AsA. A manutencdo deedatde AsA é um parametro

importante para o controle do estresse oxidatiltaygbet al, 2007).
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Os dados ndo mostraram correlacdo entre o contgidksA e a atividade da
enzima APX. Este fato pode reforcar a hipétese we htpja algum outro mecanismo
responsavel pela sintese de AsA, o qual tambéritipartda protecdo contra os efeitos
do Al (Yin et al, 2010).

Os teores de NPSH foram maiores na parte aéreaielonap raizes nos trés
gendtipos, local onde se observou efeito do Al zedlo NPSH nos genétipos UFRGS
93095 e UPF 91 Al 100-1-4 e aumentando no gen®fRGS 17 (Figura 8). Segundo
Noctor & Foyer (1998), a glutationa reduzida (GSity)a como o principal NPSH,
sendo precursora das fitoquelatinas, as quais ageno peptideos que complexam
metais pesados em plantas e participam como stibsteareducdo do ascorbato no
ciclo ascorbato-glutationa. Além disso, podem meagm radicais livres de £Dcomo
superoéxido, radical hidroxila (Rosen, 2002) £k (Szalaiet d., 2009) removendo os
radicais livres das células.

No apice radicular, o Al ndo interferiu na sinted® NPSH. Na regido
diferenciada das raizes, 0s gendétipos tolerantesaptaram o teor de NPSH superior
ao sensivel na presenca de Al, o que pode ter apgyel protetor durante o estresse
por Al em plantas tolerantes. O NPSH, além de @péi diretamente na detoxificacéo
de EROs, também protege as células de estressesngaida partir da ativacdo de
varios mecanismos de defesa, por estar envolvidsimaizacdo redox da célula
(Noctor & Foyer, 1998).

Em relacdo aos pigmentos cloroplastidicos, apesased conhecida a funcao
protetora dos carotendides em relacdo aos pigméntinssintetizantes do ataque das
EROs (Mach & Greenberg, 2004), ndao houve efeitoAtl@obre estes (Figura 10).
Pode-se supor que o incremento nos teores de AYRSH nas folhas tenha tornado

desnecessario a acdo destes ou, mais provavelneete, acdo dos pigmentos esteja
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mais relacionada aos EROs causados por desbalaadossintese e, portanto, sejam
pouco influenciaveis pelo estresse de Al em cuida(sete dias).

De modo geral, observou-se maior dano oxidativgemdtipo sensivel e maior
producdo de antioxidantes nos gendtipos tolera@eanto a importancia das enzimas,
0 cenario ainda nédo é claro. O incremento da ailedda GR e da SOD, em UFRGS
17, e da SOD em UPF 91Al 100-1-4 sugere importéatestas na reducédo de EROs. No
entanto, a ocorréncia de atividade bastante eled@ad2AT e APX na raiz de UFRGS
17 na auséncia de estresse também pode ter efiedtotel o inicio do estresse oxidativo
causado pelo Al. As diferentes respostas de cazimarentre 0s genétipos tolerantes
podem estar relacionadas ao diferente backgroumétige destes genatipos.

A tolerancia ao Al nos dois genétipos tolerantesegse ao mesmo gene. Porém,
considerando que o padrao de acumulo de aluminidegenciado, pois UFRGS 17
consegue mais eficientemente reduzir a entradal g@rd os tecidos internos da raiz,
nao se pode afirmar que o gene seja um transpontiédacidos organicos. Da mesma
forma, apesar de ambos reduzirem o0 estresse axidedusado pelo Al, as respostas
enzimaticas nao foram similares. Sugere-se, partante este gene, responsavel pela
tolerancia em ambos 0s gendtipos, atue em alguro pubcesso. Talvez possa ser um
fator de transcricdo que, uma vez induzido pelodékencadeie respostas, entre elas a
ativacdo do sistema antioxidante, o que acabourguuzir os niveis de J@, e de

peroxidacao de lipideos.



6 CONSIDERACOES FINAIS

O Al induz estresse oxidativo em aveia brancag@wsotipos tolerantes ao Al
apresentam um eficiente mecanismo de defesa rettuasidanos gerados pelo estresse
oxidativo. A tolerancia ao Al nos gendétipos totdes se deve a0 mesmo gene.

A acdo do gene de tolerancia previne os efeitieds do Al nas raizes e as
raizes das plantas de aveia tolerantes exibem noeégcimento radicular e menor
acumulo de EROs do que o gendtipo sensivel.

No gendtipo tolerante UFRGS 17, a maior parte ddica retida na epiderme
das células da raiz, como o metal ndo é transppppada a regido do cortex e nos
tecidos vasculares, proporciona menores danodwllaxéNo genotipo sensivel UFRGS
930598, o Al é localizado também nas células ddekOe do sistema vascular,
danificando as células. No genotipo tolerante UPA 900-1-4, o Al também atinge 0s
tecidos internos. Portanto, a detoxificagdo exted@é o mecanismo determinado pelo
gene de tolerancia.

O Al ndo induz a peroxidacgéo de lipideos e acurdel@eroxido de hidrogénio
nos gendétipos tolerantes UFRGS 17 e UPF 91Al 1@0{erém induz no gendtipo
sensivel UFRGS 930598, indicando baixa eficiénoigistema antioxidante.

Os genotipos tolerantes UPF 91Al 100-1-4 e, eapmente, UFRGS 17, exibem
elevada atividade de enzimas do sistema antiox@daamtauséncia de Al, fato que pode

contribuir na detoxificagcdo de EROs quando as ptaséio submetidas ao Al.
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Nos genotipos de aveia branca testadoglerancia ao Al pode ser conferida
por detoxificacdo interna, via reducdo dos efedosestresse oxidativo. O gene de
tolerancia deve desencadear o processo de detméific porém 0s genotipos tolerantes
apresentanbackgroundgenético diferente. Esta diferencabackgroundgenético pode

explicar as diferencas nas respostas enzimaticasteesse oxidativo.
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