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Resumo

O aluminio é um elemento amplamente encontrado em solos, sendo a espécie Al** uma

1** no fluxo de

das mais prejudiciais ao crescimento e desenvolvimento vegetal. O efeito do A
acido indol-3-acético (AIA) e o papel do 6xido nitrico (NO) como sinalizador de respostas a
estresses abidticos em plantas sdo documentados. O objetivo deste estudo foi investigar uma
possivel relacdo entre a producdao de NO, o fluxo de AIA e a eficiéncia do sistema antioxidante
enzimatico na resposta de raizes de Triticum aestivum cvs. BH1146 e Anahuac, tolerantes e
sensiveis ao AI**, respectivamente. Os niveis basais de NO em raizes do cultivar tolerante foram
superiores aos de plantulas sensiveis ao AI**, com presenca deste radical livre no cilindro

I** 75 pmol L™ por 48 h estimulou a producdo de NO nos tecidos

vascular. O estresse com A
radiculares dos dois cultivares, sendo mais expressiva no tolerante. O acimulo de NO em raizes
sob estresse foi maior em células da epiderme e endoderme. O pré-tratamento por 24 h com S-
nitrosoglutationa (GSNO; liberador de NO) 300 pmol L™, NO; ou L-arginina (L-arg) 300 pmol L™
(ambos substratos para sintese de NO) reduziu o actimulo de AI** no citoplasma, nicleos e
membranas celulares de apices radiculares de ambos os cultivares. Independentemente do
estresse, o0 cultivar tolerante ndo apresentou nimero significativo de células mortas. O estresse,
contudo, intensificou a morte de células de raizes do cultivar sensivel, enquanto que o
tratamento com GSNO, NOj3; ou L-arg atenuou este evento. Tais pré-tratamentos também
proporcionaram uma reducéo dos niveis de anion superdxido em células de raizes de ambos os
cultivares sob estresse por AI**. Os niveis de lipidios peroxidados diminuiram em decorréncia do
estresse imposto, sendo ainda mais evidente quando as raizes de ambos os cultivares foram

pré-tratadas com GSNO, NO3 ou L-arg. O estresse por Al**

nao afetou os niveis de proteinas
oxidadas e lignina, independentemente do cultivar testado, mas provocou aumento da atividade
superoéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) no cultivar tolerante.
GSNO, NO3 ou L-arg afetou, em diferentes extensdes, a atividade SOD, CAT e APX em ambos
os cultivares expostos ao Al**. Em condicdes fisiolégicas, raizes do tolerante apresentaram fluxo
de AIA mais intenso que as do cultivar sensivel. O tratamento com AlI** reduziu o fluxo de AIA em
raizes de ambos os cultivares, sendo este efeito abolido em plantulas sob estresse que foram
pré-tratadas com GSNO, NO3 ou L-arg. O GSNO também suprimiu o efeito de um reconhecido
inibidor de efluxo de AIA ao estimular a distribuicAo dessa auxina na protoderme, no
promeristema, no procambio e no cortex de células das raizes de ambos os cultivares. Em geral,
substratos de sintese de NO, bem como um liberador de NO, mostraram contribuir na resposta
de raizes de Triticum aestivum ao AI**, auxiliando no reestabelecimento do fluxo de AIA e no

controle do estresse oxidativo nestes 6rgaos.

Palavras-chave: Triticum aestivum, aluminio, auxina, 6xido nitrico, estresse oxidativo.
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Abstract

Aluminum is an element widely distributed in soils, in which the species AP* is
considered one of the most detrimental to plant growth and development. The effect of AI**
on indole-3-acetic acid (IAA) flow and the role of nitric oxide (NO) as a signaling molecule in
plant responses to abiotic stresses are documented. This study has focused on the
investigation of a possible relationship among NO production, I1AA flow and the efficiency of
the enzymatic antioxidant system during the response of Triticum aestivum cvs. BH1146
(Al**-tolerant) and Anahuac (AI**-sensitive). The NO basal levels were higher in A**-tolerant
plants than those of Al**-sensitive ones, being found mainly in cells of vascular cylinder. The
treatment with 75 umol L™ AI** for 48 h stimulated NO production in root cells of both cultivars
with Al**-tolerant plants accumulating much higher amounts of this free radical, detected
mainly in epidermal and endodermal cells. Exposure of roots for 24 h to 300 pmol L™ S-
nitrosoglutathione (GSNO; an NO donor), NO3 or L-arginine (L-arg) (both substrates for NO
synthesis) decreased AI** accumulation particularly in the cytosol, nuclei and cell membranes
in both cultivars. Regardless of the stress, Al**-tolerant plants did not exhibit a significant
number of dead cells. The stress, however, intensified cell death in roots of Al**-tolerant
plantlets, while the pre-treatments with GSNO, NO;™ or L-arg attenuated this event in such
cultivar. These same pre-treatments decreased superoxide anion levels in roots of both
cultivars in response to AI**. The AP** stress diminished lipid peroxide levels more intensively
in roots of A**-tolerant plantlets. Such levels further decreased in roots of GSNO-, NOs™- or

[**

L-arg-treated plantlets upon AI°*" stress. The superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT)

and ascorbate peroxidase (APX) activities, but not the levels of lignin or oxidized protein,

1>

were stimulated in roots of Al*"-tolerant plantlets upon stress. Additionally, GSNO, NOjz or L-

arg affected SOD, CAT and APX activities in both cultivars upon AI** stress, at different

I**-tolerant

extents. Under physiological conditions, IAA flow in roots was more intense in A
plantlets. The AP** stress reduced IAA flow in roots of both cultivars while the pre-treatment
with GSNO, NOj3 or L-arg restored IAA flow to the normal levels, regardless the cultivar. In
addition, GSNO was found to suppress the effect of a known inhibitor of IAA eflux by
stimulating the distribution of such auxin on cells of protoderm, promeristem, procambium
and cortex in roots of boot cultivars. Overall, substrates for NO synthesis and an NO donor

1>

were shown to contribute for the response of Triticum aestivum roots to AI°" by reestablishing

the IAA flow and controlling the oxidative burst in such organs.

Keywords: Triticum aestivum, aluminum, auxin, nitric oxide, oxidative stress.
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1. Introducéao

O aluminio (Al) € o elemento metélico mais abundante na crosta terrestre. Ele
€ normalmente encontrado na forma de minerais primarios e secundarios como
silicatos (Al;SiOs), o6xidos (Al,O3), hidroxidos [AI(OH)s], sulfatos [(Al(SOg4)3] e
fosfatos (AIPO,4). O aluminossilicato, o fosfato de aluminio e complexos organicos de
aluminio sdo substancias estaveis e ndo toxicas. No entanto, em condi¢bes de
acidez do solo (pH < 5), o0 Al se torna disponivel como cétion AI**, podendo este ser
absorvido pelo sistema radicular das plantas (Fernandes, 2006).

Os solos acidos ocupam cerca de 30% de toda a superficie terrestre, dos
quais 50% constituem solos potencialmente araveis. Assim, a toxicidade do Al
configura-se como uma das limitagcbes a producdo agricola (Pifieros et al., 2005).
Muitos desses solos acidos estdo localizados em paises em desenvolvimento, onde
a populacdo crescente causa uma alta pressdo para o aumento da producao
agricola, levando a inseguranca alimentar nestas regifes (Ligaba et al., 2009). Além
disso, a acao antropica contribui para o aumento da acidez dos solos devido ao uso
de fertilizantes amoniacais e da poluicdo atmosférica ocasionada pelas industrias,
aumentando a incidéncia de chuvas acidas (Rengel e Zhang, 2003).

A acidez do solo pode ser corrigida por calagem, que consiste na aplicacédo
de calcario na superficie do solo. Porém, esse tratamento é feito apenas na
superficie do solo, pois a realizagcdo do procedimento a grandes profundidades
geralmente apresenta problemas técnicos e econémicos (Echart e Cavalli-Molina,
2001).

Véarios estudos demonstraram que o AI** apresenta efeitos citotdxicos em
plantas. O 6rgdo mais sensivel ao AI** é a raiz, cujo crescimento e desenvolvimento
sdo comprometidos na presenca desse céation (Kochian et al.,, 2005). Estudos
espaciais indicaram que a porcéo distal da zona de transicdo no apice radicular,
onde as células passam por uma fase de preparacéo para o rapido alongamento, é o
alvo primario do Al (Sivaguru e Horst, 1998). A rapidez na inibicdo do crescimento
radicular provocada pelo Al esta associada a interrupgdo no processo de expansao
das células das raizes, seguida de inibicdo da sintese de DNA e divisdo celular
(Wallace e Anderson, 1984; Frantzios et al., 2001). O tratamento com Al também
estimula o acumulo de polissacarideos, especialmente hemicelulose, na parede

celular da regido de crescimento (Tabuchi e Matsumoto, 2001). De fato, alteragdes


http://pt.wikipedia.org/wiki/Alum%C3%ADnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enxofre
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enxofre

na viscosidade e elasticidade da parede celular vegetal também s&o sintomas de
toxidez do Al, confirmados em estudos com Triticum aestivum L. cv. Scout 66
(sensivel ao Al) na presenca de AI** por 6 a 9 h (Tabuchi e Matsumoto, 2001; Ma et
al., 2004). Essa diminuicdo da elasticidade est4 provavelmente relacionada ao
aumento da deposicdo de lignina nas paredes celulares (Ezaki et al., 2005; Hossain
et al., 2005; Sasaki et al., 2006; Matsumoto e Motoda, 2012). Uma evidéncia disso é
que a atividade de peroxidases de Cassia tora L., relacionadas a producdo de
lignina, aumentou em resposta a exposicdo de raizes ao Al (Xue et al., 2008).
Deposicao de lignina nas células da zona de alongamento em T. aestivum mostrou
afetar o processo de divisdo celular (Sasaki et al., 2006). Assim, a lignificacédo
precoce das células responsaveis pelo alongamento pode compreender um dos
mecanismos de inibicdo do crescimento radicular desencadeado por Al. A reducao
no crescimento da raiz afeta negativamente a absorcdo de nutrientes e de 4gua do
solo, o que prejudica o desenvolvimento das plantas. Além disso, esse cation
interfere na absorcdo e movimentacdo de fosforo, calcio e magnésio, elementos
importantes para a nutricdo mineral de plantas (Echart e Cavalli-Molina, 2001).

Plantas expostas ao Al apresentam uma série de alteracdes na arquitetura e
morfologia de suas raizes como, formacao de raizes espessas, atrofiadas, curvas,
com alteracdo na coloracdo e com reducdo na formacéo de raizes laterais e de
pelos radiculares (Ciamporova, 2002). A superficie da raiz também pode apresentar
rupturas transversais quando a planta € exposta a niveis toxicos de Al. A deposicao
de lignina causa distorcdes na parede celular que podem induzir a ruptura das
células e, consequentemente, da rizoderme e de camadas externas do cortex
(Matsumoto e Motoda, 2012). As rupturas podem levar a morte das células da
epiderme, hipoderme e até mesmo as do cortex (Delhaize e Ryan, 1995; Yamamoto
et al., 2001; Ciamporova, 2002; Jones et al., 2006).

O AP* sofre atracdo eletrostatica na presenca de doadores de oxigénio.
Portanto, liga-se fortemente as pectinas das paredes celulares, bem como
carboxilatos e fosfatos (Yamamoto et al., 2001). Com isso, a integridade e fluidez da
membrana plasmatica sdo afetadas, além do sistema transmembrana de transporte
de ions (Echart e Cavalli-Molina, 2001). Despolarizacdo da membrana plasmatica
em decorréncia da inibicdo de H'-ATPases, com consequente formacdo e
manutencdo do gradiente de préotons transmembrana, foi observada em sistemas

vegetais tratados com Al (Kochian et al., 2005). Ahn et al. (2004) demonstraram que
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4 h de tratamento com Al foram suficientes para diminuir, in vivo, o transporte de H*
pela H*-ATPase em vesiculas do apice radicular de T. aestivum cv. ES8 (sensivel
ao Al).

A formacdo de calose € rapidamente induzida por Al, sendo sua deteccéo
comumente utilizada para classificar plantas quanto ao grau de sensibilidade ao Al
(Horst et al., 1997). A sintese de calose depende da presenca de Ca®" e pode
causar danos celulares pela inibicdo do transporte via conexdes plasmodésmicas. O
Al causa a mobilizagéo do Ca®* a partir da superficie da membrana plasmaética para
0 apoplasto, ocasionando, assim, a formacdo de calose (Sivaguru et al., 1999). A
formacdo de calose também pode ocorrer a partir da abertura de canais de Ca**,

I**, levando ao aumento da concentracdo de Ca®* no citoplasma

estimulada pelo A
(Echart e Cavalli-Molina, 2001).

O AP* pode interagir com macromoléculas, desencadeando distirbios nas
organelas celulares. Alteracdes estruturais foram observadas em células de tabaco
tratadas com Al, a citar: dilatacdo das mitocondrias, aumento do numero de vacuolos
e ocorréncia de disturbios estruturais ha membrana plasmatica e no nucleo, tipicos
de células que estdo em fase inicial de morte celular (Panda et al., 2008).

Apesar de todos os efeitos toxicos proporcionados pelo Al, muitas espécies
nativas sao capazes de prosperar em ambientes de solos acidos por desenvolverem
mecanismos de ajustes metabdlicos que melhoram suas chances de sobrevivéncia
nesse ambiente. Exemplos desses mecanismos incluem: i) exclusdo de AI** pelas
raizes, por meio da liberacdo de &cidos organicos, como o malato e o citrato,
capazes de complexar o Al de maneira estavel (mecanismo de resisténcia); ii)
compartimentalizacdo de Al**, acumulando-o em vaclolos (mecanismo de
tolerancia) (Ryan et al., 2011). A inibicdo de H'-ATPases de raizes de T. aestivum
sensiveis ao Al foi revertida por malato em sistemas sob estresse por Al** (Ahn et al.,
2004).

Algumas plantas cultivadas, como o trigo, foram submetidas a melhoramentos
genéticos com o intuito de incorporar, em tais plantas, mecanismos de tolerancia e
resisténcia a toxicidade do Al. Ja foi identificado em alguns cultivares de T. aestivum
a presenca de um gene transportador de malato ativado por Al (ALMT1) (Sasaki et
al., 2004). Também foram encontradas evidéncias de que o efluxo de citrato via
proteinas da familia MATE, € um mecanismo secundario de resisténcia ao Al em

trigo (Ryan et al., 2009). Kidd et al. (2001) relataram que o estresse por Al estimulou
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a exsudacédo de oxalacetato em trés cultivares de Zea mays L. e desencadeou a
liberacdo de compostos fendlicos, como quercetina e catequina, que parecem
funcionar como substancias que atuam na tolerancia da planta ao Al. A maioria das

tentativas para melhorar a resisténcia de plantas ao Al

, utilizando engenharia
genética, tem como alvo os genes induzidos por Al ou 0os que poderiam aumentar o
efluxo de acidos organicos. Atualmente, o melhoramento vegetal € considerado uma
Otima ferramenta para aumentar o crescimento e a produtividade em solos acidos

ricos em AI** (Ryan et al., 2011).

1.1. Aluminio e estresse oxidativo

O aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés
reactive oxygen species) é uma das respostas celulares primarias a diferentes tipos
de estresses, como aqueles desencadeados por aluminio, cadmio ou cromo (Panda
e Choudhury, 2005; Semane et al.,, 2007; Panda et al., 2009; Marques e Soares,
2011). A superproducdo de ROS €, principalmente, desencadeada pela
intensificacdo do vazamento de elétrons na cadeia de transporte de elétrons da
mitocondria e do cloroplasto. Exemplos de ROS incluem o anion superéxido (‘Oy), o
radical hidroxil (OH), o peréxido de hidrogénio (H.0,), o oxigénio singleto (*O,) etc
(Richards et al., 1998; Yamamoto et al., 2002; Panda et al., 2009). Yamamoto et al.
(2003) detectaram niveis aumentados de ROS em apices de plantulas de Pisum
sativum L. apés 2 h de exposicéo ao Al**. Os niveis de ROS aumentaram ainda mais
com o aumento do tempo de exposicao das plantulas a este céation. O tratamento por
10 min com A** aumentou da producdo de ROS em células da epiderme de raizes
de milho (Jones et al., 2006). Deplecdo da sintese de ATP, inibicdo da respiracéo e
perda da capacidade de crescimento foram eventos observados simultaneamente ao
acumulo de ROS em cultura de células de Nicotiana tabacum L. e raizes de P.
sativum tratadas com Al (Yamamoto et al.,, 2002). O Al também induziu, em
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., a expressdo de genes que codificam enzimas do
sistema antioxidante tais como glutationa S-transferase, peroxidase e proteinas que
ligam cobre (Richards et al., 1998).

A deposicao de lignina em plantulas de Triticum aestivum estressadas com
AI** est4 associada com o aumento da concentracdo de H,O. nas células (Hossain

et al.,, 2005). O H,O, contribui para a polimerizacdo de compostos fendlicos



formando lignina, que causa aumento na rigidez da parede celular (Matsumoto e
Motoda, 2012).

O aumento de ROS desencadeado por Al foi correlacionado aos elevados
niveis de lipidios, proteinas e &cidos nucleicos oxidados (Hamel et al., 1998;
Yamamoto et al., 2001). A peroxidacao de lipidios causada pelo estresse por Al foi
documentada em varias espécies, como cevada (Guo et al., 2004), arroz (Meriga et
al., 2004), sorgo (Peixoto et al., 1999) e trigo (Hossain et al., 2005). Yamamoto et al.
(2001) observaram que o acumulo de lipidios peroxidados na superficie do apice
radicular de plantulas de P. sativum tratadas com Al**ocorreu nos mesmos sitios em
que foi observada a formacao de calose. A integridade da membrana, contudo, s6 foi
afetada na extremidade das rupturas da epiderme radicular. Posteriormente,
Yamamoto et al. (2003) concluiram que o aumento da peroxidacdo de lipidios é um
sintoma do acumulo de Al, ocasionado logo ap6s a imposi¢édo do estresse, e parece
causar aumento da producdo de calose, mas ndo a inibichio do alongamento
radicular. Resultados contrastantes foram obtidos por Boscolo et al. (2003), que
observaram que os niveis de hidroperéxidos de lipidios em milho ndo foram afetados
pelo tratamento das plantas com Al.

A Figura 1 mostra uma representacdo esquematica do processo de formacgao
de hidroperéxidos de lipidios em células vegetais. As membranas biolégicas sé&o
constituidas de lipidios insaturados que sdao os primeiros alvos de ROS. A
peroxidacao lipidica se inicia pelo ataque a bicamada lipidica por qualquer espécie
suficientemente reativa para abstrair um atomo de hidrogénio bis-alilico de um acido
graxo poliinsaturado (Loureiro et al., 2002). Foi verificado que espécies tais como
‘OH, HO;" e ‘'NO, podem promover essa oxidacado. Assim, ocorre a formacédo de uma
espécie radicalar de carbono a partir do esqueleto lipidico. A instabilidade desse
radical lipidico leva a um rearranjo molecular e a formacédo de um dieno conjugado.
A reacdo com o oxigénio molecular (O,) presente no meio leva a formacao do radical
peroxil (LOO"). O radical LOO" pode combinar com o hidrogénio radicalar ('H)
abstraido para formar um hidroperéxido de lipidio (LOOH) ou entrar em fase de
propagacédo, reagindo com outro acido graxo poliinsaturado, iniciando uma nova
cadeia de oxidacdo a partir da formacdo de outro radical lipidico. Radicais alcoxilas
podem abstrair atomos de hidrogénio de lipidios poliinsaturados, auxiliando na
formacdo de outros radicais lipidicos, que podem contribuir para a propagacédo da

peroxidacao lipidica (Loureiro et al., 2002).
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Figura 1. Representagdo esquemética da reagéo de formacao de hidroperéxidos de lipidios (LOOH)
em células vegetais. Espécies radicalares, tais como o radical hidroxil (OH), promovem a quebra
homolitica da ligagdo C-H, liberando o radical 'H (oriundo do hidrogénio alilico). A espécie radicalar de
carbono recém formada € muito instavel, levando ao rearranjo molecular para a formagdo de um
dieno conjugado, que é mais estavel. O O, reage com o dieno conjugado radicalar formando o radical
peroxil (LOO’), que pode proporcionar a peroxidagdo em cadeia de outros lipidios ou entdo abstrair
um H' do meio para formar o hidroperdxido de lipidio correspondente (LOOH). Os grupos R'e R?
foram utilizados para indicar que a cadeia carbodnica dos acidos graxos que constituem os lipidios
apresenta tamanho variavel. LOOH, hidroperéxido de lipidio. Reproduzido de Faria (2010).

A oxidagdo de proteina é definida como a modificacdo covalente de uma
proteina, induzida por ROS, espécies reativas de nitrogénio (RNS) ou por produtos
do estresse oxidativo. A maioria dos processos de oxidacdo proteica €
essencialmente irreversivel, exceto aquelas que envolvem residuos de L-cisteina
cuja oxidacdo de seu grupo —-SH compreende um mecanismo importante de
regulacdo da funcdo de certas enzimas. Assim, a deteccdo de proteinas oxidadas é
uma modificacdo amplamente utilizada como marcador diagndstico de estresse
oxidativo (Mgller et al., 2007). A oxidacéo de proteinas causada pelo estresse por Al
foi documentada em varias espécies, como Zea mays L. (Boscolo et al., 2003),
Hordeum vulgare L. (Achary et al., 2012), Allium cepa L. (Achary et al., 2008) e
Cucumis sativus L. (Pereira et al., 2010). A oxidac&o de cadeias laterais de residuos

de aminoéacidos, como Arg, His, Lys, Pro, Thr e Trp gera grupos carbonila livres.



Este é o tipo de oxidac&o de proteinas irreversivel mais comum (Mgller et al., 2007).
Proteinas carboniladas podem ser encontradas normalmente nos tecidos, mas em
condicbes de estresse, 0 aumento de -carbonilacdo pode comprometer o
metabolismo normal do organismo e até levar a morte celular (Mgller e Kristensen,
2004).

As células vegetais possuem um sistema de defesa antioxidante composto
por enzimas, como catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), superéxido
dismutase (SOD), monodehidroascorbato redutase (MDHAR), dehidroascorbato
redutase (DHAR), glutationa S-transferase (GST), glutationa redutase (GR) e
glutationa peroxidases (GSH-PX), além de metabdlitos antioxidantes, como
ascorbato, glutationa, a-tocoferol, carotenoides e flavonoides. As substancias
supracitadas sdo responsaveis pela manutencdo de ROS em niveis que nao
prejudiquem o funcionamento normal das células (Hossain et al., 2005).

As peroxidases totais (PXs) e CATs sao os sistemas que atuam na remogao
enzimatica do H,O, em plantas, decompondo-o a H,O e O, (Willekens et al., 1995).
A decomposicdo mediada por PXs é assistida por um agente redutor (doador de
elétrons) que pode ser um metal ou um composto organico. Assim, as PXs séo
classificadas de acordo com o doador de elétrons. O mecanismo de decomposi¢ao
de H,O, por CATs ndo demanda a presenca de agente redutor, sendo tais enzimas
amplamente encontradas nos peroxissomos (Willekens et al., 1995). Em condi¢des
fisiologicas, as APXs sdo responsaveis pela rapida reducdo do H,O,, em um
processo mediado pelo &cido ascérbico. As enzimas dessa familia sdo encontradas
em varios compartimentos celulares, como cloroplastos, mitocéndrias, citosol e
peroxissomos (Pereira et al., 2005). As CATs possuem uma taxa de turnover muito
rapida, mas sua afinidade pelo H,O, é inferior aquela da APX, uma vez que o K, do
H,O, para esta Ultima é muito menor (na ordem de 100 pmol L™?). Assim, a atividade
das APXs é mais expressiva em condi¢cdes de baixa producdo de H,O,. Contudo,
em situacdes de estresse, quando a producdo de ROS estd aumentada, a atividade
das CATs torna-se muito relevante (Mhamdi et al., 2010). O sistema antioxidante
baseado na atividade das GSH-PXs envolve a reducéo de hidroperoxidos de lipidios
(LOOH) aos correspondentes alcoodis (Huber et al., 2008).

As SODs sdo metaloenzimas responsaveis pela dismutacédo do *O, em H,0,,
que entdo pode ser decomposto pelas CATs, APXs e/ou GSH-PXs. O °0O, é

produzido em varios compartimentos celulares, como mitocéndrias, cloroplastos,
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peroxissomos, apoplasto e citosol. Como a membrana plasmatica € impermeéavel a
espécies carregadas, € crucial que as SODs estejam presentes em todos os
compartimentos em que *O," é formado (Alscher et al., 2002).

Alguns trabalhos ja documentaram a producdo de ROS e alteracdo no
sistema antioxidante enzimético em decorréncia da exposi¢do do 6rgdo vegetal ao
AP**. Liu et al. (2008) relataram aumento das atividades APX e SOD em cultivares de
triticale com tolerancia diferencial ao Al, sendo que o cultivar sensivel mostrou
alteracdo a partir de 6 h de exposicdo ao Al e o resistente, apenas apos 12 h.
Boscolo et al. (2003) também relataram aumento das atividades da APX e SOD em

13

cultivares de Z. mays apos estresse por AlI°". Ghanati et al. (2005) observaram

aumento nas atividades SOD, CAT e APX apés tratamento de Camellia sinensis L.

com APF*

. O aumento da atividade das enzimas do sistema antioxidante em plantas
submetidas a algum tipo de estresse abidtico contribui para a manutencdo da

integridade da membrana plasmatica e atraso da lignificacdo dos tecidos.

1.2. O 6xido nitrico e o estresse por aluminio

O Oxido nitrico (NO), uma RNS, é um sinalizador celular gasoso e de facil
permeabilidade em membrana (Corpas et al., 2004). Ele influencia diversos
processos fisiolégicos, como a germinacdo de sementes (Sirova et al., 2011), o
crescimento e desenvolvimento de raizes adventicias (Correa-Aragunde et al.,
2004), a fotomorfogénese (Pagnussat et al., 2002; 2003), a senescéncia (Magalhaes
et al.,, 2000), o movimento estomatico (Sakihama et al., 2003), a lignificacdo de
parede celular (Ferrer e Ros Barceld, 1999), a atividade de enzimas do sistema
antioxidante (Clark et al., 2000), a inducdo da morte celular (Delledonne et al., 1998;
Saviani et al., 2002), a sinalizacao por citocininas (Shen et al., 2012) entre outros.
Além disso, o NO esta envolvido na resposta e aclimatacdo de plantas a diversos
estresses abibticos, como seca (Mata e Lamattina, 2001; Shi et al., 2012), alta
salinidade (Zhang et al., 2006) e exposicdo ao cadmio (Rodriguez-Serrano et al.,
2006; Singh et al., 2008), além de estresses bidticos (Modolo et al., 2002; 2005;
2006; Modolo, 2011).

A biossintese do NO em células vegetais pode ocorrer a partir da atividade de
uma série de enzimas, a citar: nitrato redutase, que utiliza NOz como substrato
(Magalhaes et al., 2000; Rockel et al., 2002); nitrito redutase (Kuznetsova et al.,
2004; Kolbert et al., 2008); proteinas do tipo oOxido nitrico sintase (NOS) de
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mamiferos, que utilizam L-arginina como substrato (Modolo et al., 2002; Corpas et
al., 2006), dentre outras. Mecanismos ndo enzimaticos também podem contribuir
para a sintese de NO em células. Shi et al. (2012) relataram aumento no contetudo
de NO em plantulas de A. thaliana que superexpressavam o gene neuronal de ratos,
que codifica uma NOS, contribuiu para a tolerancia das plantas a estresses
abidticos, como alta salinidade e déficit hidrico (Shi et al., 2012).

Alguns pesquisadores investigaram a importancia do NO na resposta de
plantas ao estresse por AI** (Wang e Yang, 2005; 1llé$ et al., 2006; Tian et al., 2007;
Xue et al., 2008; Wang et al., 2010; Marciano et al., 2010; He et al., 2012; Alvim et
al., 2012). Hibiscus moscheutos L. apresentou inibicdo do crescimento radicular
ap6s 1 h de exposicdo a AICl; 100 umol L™ (pH 4,5). Esse efeito foi acompanhado
da inibicdo da atividade de uma enzima do tipo NOS que resultou na diminuicdo da
concentracdo de NO. Porém, o alongamento radicular foi recuperado quando as

raizes foram incubadas com solucéo contendo Al**

e nitroprussiato de sédio (SNP),
um liberador de NO, sugerindo que esta RNS atenua os efeitos toxicos do AI** (Tian
et al., 2007). Raizes de C. tora pré-tratadas por 12 h com SNP 0,4 mmol L™ e, em

I** 10 pmol L™ por 24 h apresentaram raizes maiores e com

seguida, expostas a A
menor acumulo de Al, quando comparadas as raizes sem tratamento com SNP
(Wang e Yang, 2005). lllé$S et al. (2006) observaram que células da parte distal da
zona de transicdo da raiz de A. thaliana produziram grandes quantidades de NO,
mas que a producdo foi inibida pelo tratamento com AI** 90 pmol L™ por 1 h. E
sugerido que o NO desencadeia tolerancia ao Al** em raizes de Phaseolus vulgaris
radicular em decorréncia do seu acumulo no &pice. Os efeitos do Al foram
minimizados pelo tratamento com SNP. O tratamento com um sequestrador de NO
ou um inibidor da atividade nitrato redutase resgataram, no 6rgdo, os efeitos toxicos
do Al. O tratamento com SNP também levou a diminuicdo da peroxidacao lipidica e
da producédo de ROS (Wang et al., 2010). A atividade de peroxidases associadas a

sintese de lignina foi induzida por AI**

em C. tora. Contudo, o tratamento das plantas
com SNP promoveu a tolerancia ao Al, diminuindo a atividade da PX apoplastica e,
consequentemente, o acumulo de lignina e H,O, (Xue et al., 2008). O NO neutralizou
os efeitos inibitorios do Al na germinacédo de sementes de Oryza sativa L. e estudos
histoquimicos mostraram que o AlI** é capaz de estimular a producdo de NO em

raizes desta espécie (Marciano et al., 2010; Alvim et al., 2012).
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As evidéncias até entdo reportadas sugerem um efeito protetor do NO em
plantas expostas a niveis téxicos de AI**.

1.3. As auxinas e o0 estresse por aluminio

As auxinas compreendem a primeira classe de moléculas organicas
reconhecida como horménio em plantas, sendo o acido indol-3-acético (AIA) a
auxina mais abundante em vegetais. As auxinas influenciam varios processos
relacionados ao crescimento e desenvolvimento das plantas tais como, alongamento
e expansao celular, respostas a luz e a gravidade e desenvolvimento vascular e da
arquitetura geral da raiz e apice caulinar (Pagnussat et al., 2003). O AIA é
sintetizado, principalmente, nos meristemas apicais de caules e folhas jovens. Tais
tecidos apresentam rapida divisdo e expansao celular (Ljung et al., 2001). O
horménio é entdo transportado destes tecidos até o apice radicular por meio de um
transporte polar unidirecional. Este transporte ocorre, principalmente, célula a célula
no parénquima vascular, com gasto de energia (ZaZimalova et al., 2007). O fluxo de
AIA também pode ocorrer via floema a partir dos locais de sintese para a raiz, porém
em menor taxa (Zazimalova et al., 2010). Na parte aérea, o fluxo de AIA segue o
sentido do apice para a base (transporte basipeto). Nas raizes, o fluxo pode ser da
base para o apice (transporte acropeto, nas células do parénquima vascular), e do
apice para a base (transporte basipeto, nas células da epiderme e da coifa) (Swarup
et al., 2001). Em razdo da existéncia de mdultiplas vias de sinalizacdo estimuladas
por AlA, a inibicdo de seu fluxo na planta pode levar a prejuizos no crescimento e
modificagdo da morfologia dos tecidos (Friml e Palme, 2002; Zazimalova et al.,
2007).

O influxo de AIA nas células pode ocorrer de duas maneiras. Uma delas seria
por difusdo passiva, da forma protonada, através da membrana. A outra seria por
transporte secundario ativo do tipo simporte, na qual a espécie dissociada (AIA),
passa pela membrana por meio de um processo dependente da H*-ATPase e do pH
do apoplasto. Este transportador simporte cotransporta dois prétons junto com o AIA
(Kerr e Bennett, 2007). Em decorréncia do pH do citoplasma (7,0), as auxinas
protonadas sofrem desprotonacdo, formando AIA". Transportadores AUX1 foram
identificados como proteinas permeases capazes de promover o influxo de AIA nas
células (Bennett et al., 1996). Swarup et al. (2001) mostraram, por meio de técnica

de imunolocalizagdo, que AUX1 medeia um duplo transporte de AIA no &pice
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radicular de Arabidopsis, facilitando o fluxo acropeto no protofloema e o fluxo
basipeto nas células laterais da coifa. Rubery e Sheldrake (1974) propuseram a
hipétese quimiosmética, segundo a qual o fluxo polar de auxina é consequéncia de
uma localizacdo assimétrica de transportadores de efluxo de auxina. Essa hipoétese
foi confirmada posteriormente, a partir da deteccéo de proteinas da familia PIN, hoje
reconhecidas como as responsaveis pelo efluxo de AIA, distribuidas
assimetricamente nas membranas celulares e alinhadas com a direcédo do transporte
de AIA (Galweiler et al., 1998).

Bennet e Breen (1991) descreveram varias alteracfes na ultraestrutura das
células da coifa em raizes de milho, ap6s 2 h de tratamento com AlI**. Foi sugerido
que a inibicdo do crescimento radicular por AI** est4 associada as alteracdes nos
niveis de hormdnios vegetais e segundo-mensageiros no apice de raizes (Bennet e
Breen, 1991). Interessantemente, Hasenstein e Evans (1988) observaram que o Al
afeta a direcdo do transporte de auxina em apices radiculares de milho. Kollmeier et
al. (2000) relataram que o tratamento da zona de transi¢céo distal de Z. mays com
AIF* 90 pmol L™ por 1 h inibiu a expanséo celular na zona principal de alongamento,
na mesma extensdo que o tratamento do 4pice radicular com este céation. A
aplicacdo de AIA apenas na zona de alongamento reverteu a inibicdo do
alongamento radicular por Al aplicado a zona de transicao distal.

Também foi sugerido que a inibicdo do crescimento de raizes de A. thaliana
por Al esteja vinculada ao efeito negativo deste metal no transporte de vesiculas de
proteinas PIN2 (responsaveis pelo efluxo de auxina) entre a membrana plasmatica e
os endossomos (Shen et al., 2008). O bloqueio do transporte de auxina nas células
foi comprovado pela diminuicdo em 34% dos niveis deste hormdnio na zona de
transicao de raizes tratadas com Al em comparacao as raizes nao tratadas (Shen et
al., 2008). Andlises de gRT-PCR e Western-blotting mostraram que 0s niveis de
transcritos de PIN2 e a distribuicdo de proteinas PIN2 nos endossomos diminuiram
apos estresse por Al. Isso sugere que o Al inibe o transporte de vesiculas de PIN2

entre membrana plasmatica e endossomos (Shen et al., 2008).

1.4. O 6xido nitrico e a via de sinalizagc&o por auxinas na resposta ao aluminio

A acdo do NO na regulacdo da sinalizacdo por AIA ja foi documentada.
Estudos com milho realizados por Gouvéa et al. (1997) sugeriram que o NO induz o

alongamento radicular. Estas evidéncias sugerem que o NO pode estimular vias de
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transducdo de sinal similares aquelas desencadeadas por AIA. Pagnussat et al.
(2002; 2003) demonstraram que o NO e a guanosina monofosfato ciclica (cGMP)
medeiam a resposta do AlA durante a formacgdo de raizes adventicias em C. sativus.
Yadav et al. (2010) demonstraram que a inducao da formacédo de raizes adventicias
em hipocaétilos de Helianthus annuus L. cv. Morden pelo AIA é dependente de NO.
Pii et al. (2007) observaram que a formacdo de nddulos de Rhizobium em
leguminosas do género Medicago ocorreu em funcdo de um aumento da sintese de
AIA e NO e que, este Ultimo, aumenta a expressdo de genes que codificam
transportadores de efluxo de auxina. Kolbert et al. (2008) mostraram, a partir de
evidéncias genéticas e farmacoldogicas, que a inducdo por auxina do
desenvolvimento de raizes laterais em A. thaliana é acompanhada da producéo de
NO a partir da atividade nitrato redutase. Terrile et al. (2011) mostraram que 0
tratamento de raizes de A. thaliana com AIA 1 umol L™ por 90 min induziu a
producdo de NO. Ainda, a expressao génica estimulada por AIA foi mediada por NO,
gue promoveu a degradacédo de repressores de auxina do tipo Aux/AlA.

Até o momento, ha apenas dois relatos na literatura que abordam NO, auxina
e resposta ao Al (llléS et al., 2006; He et al., 2012). Porém, nenhum deles faz
referéncia inequivoca a respeito do papel do NO sobre o fluxo de AIA em raizes sob
estresse por Al. Os relatos de 1% et al. (2006) mostram que o Al** inibe o fluxo de
auxina na raiz e que a compartimentalizacdo deste metal em endossomos reduz a
sintese de NO nos apices radiculares de A. thaliana. Ainda, estudo recente
utilizando abordagem farmacolégica sugere que o NO regula o equilibrio hormonal
em raizes de Secale cereale L. cv King e T. aestivum cv. Jinmai47 (He et al., 2012).
Foi proposto que o NO exdgeno reduziu o efeito inibitério do Al sobre o alongamento
radicular ao diminuir a razao AlA/giberelinas e AlA/citocininas. Contudo, este estudo
apresenta varias conclusdes controversas, todas fundamentadas em procedimentos
experimentais de quantificacdo de hormdnios um tanto quanto questionaveis.

Diante do cenério cientifico atual, este trabalho visou ao estudo da possivel
relacéo entre o NO, o fluxo de AlA e o sistema antioxidante enzimatico de células de

raizes de T. aestivum sob tratamento com AI**.

2. Justificativa e objetivos

Grande parte dos solos brasileiros € de natureza &cida, apresentando niveis

ad

consideraveis de AlI°". Algumas espécies nativas, contudo, apresentam mecanismos
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de tolerancia ao AI** que garantem a sobrevivéncia da espécie sob tal condicdo
desfavoravel ao crescimento e desenvolvimento. O entendimento das alteracdes
bioquimicas que levam a planta a minimizar os efeitos citotoxicos deste metal é
imprescindivel tanto para fins de conservacdo de espécies nativas quanto para o
melhoramento de plantas cultivadas.

Sabe-se que o NO esta envolvido na resposta de plantas a estresses bioticos
e abiéticos, como o imposto por AI** (Zhang et al., 2011). Além disso, o Al** inibe o
crescimento de raizes (lllés et al., 2006), processo fisiologico estimulado pelo
hormbénio AIA. Este trabalho teve como objetivo geral investigar uma possivel
relacdo entre a produgdo de NO, o fluxo de AIA e a eficiéncia do sistema
antioxidante enzimatico na resposta de raizes de T. aestivum ao AI**. Para isso,
foram utilizadas pléantulas de T. aestivum cvs. BH1146 e Anahuac, tolerantes e
sensiveis ao AI**, respectivamente, em experimentos de estresse abidtico que
visaram determinar:

e 0 efeito de um liberador de NO e de substratos de sintese de NO na

resposta de raizes ao estresse por Al**;
e alocalizacdo de A** e NO em cortes de &pices radiculares;
e a localizacdo de anion superéxido (‘Oz) e células mortas em cortes de
apices radiculares;
e a quantidade de hidroperéxidos de lipidios, proteinas oxidadas e lignina
em raizes;

e a atividade de enzimas do sistema antioxidante em raizes;

e adistribuicdo de AIA em cortes de apices radiculares.
Hipotese

O tratamento com precursores de sintese de NO (NOjz ou L-arginina) ou
liberador de NO (GSNO) contribuem para a reducdo do estresse oxidativo e o

restabelecimento do fluxo de AIA em raizes de T. aestivum tratadas com Al**.
3. Materiais e métodos

3.1. Material vegetal e tratamento das plantas

Os experimentos foram conduzidos com plantulas de T. aestivum cvs.

BH1146 (tolerante ao Al) e Anahuac (sensivel ao Al), cujas sementes foram
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gentilmente cedidas pelo Dr. Antonio Wilson Penteado Ferreira Filho, do Instituto
Agrondmico de Campinas (SP). A classificacdo do cultivar Anahuac como sensivel
ao Al foi baseada na observacdo de que raizes primarias de tal cultivar
apresentaram inibicdo de crescimento quando expostas a A** 2 mg L™ a pH 4,0, que
equivale a 75 umol APF* L™ (Camargo et al., 1987; 1992). Em contraste, o cultivar
BH1146 apresentou crescimento radicular considerdvel mesmo quando exposto a
uma solucdo de A" 10 mg L™* a pH 4,0 (equivalente a 375 pmol L), sendo,
portanto, considerado tolerante a este cation (Camargo et al., 1987; 1992).

Todas as vidrarias e materiais descartaveis utilizados na execugcdo dos
experimentos foram previamente descontaminados por 24 h em solugédo de acido
cloridrico (HCI) 3,7%. Para a germinacdo, as sementes foram desinfestadas com
hipoclorito de sédio (NaClO) 1% (v/v) durante 5 min e posteriormente lavadas com
adgua desionizada. Em seguida, as sementes foram enfileiradas sobre folhas de
papel de filtro embebidas com solucdo aquosa de Nistatina® 0,2% (v/v), que foram
enroladas (Figura 2A) e mantidas em camara de germinacao com fotoperiodo de 12
h e temperatura de 25 °C, por 4 dias. As plantulas foram entédo transferidas para
potes plasticos de 500 mL cobertos por folhas de aluminio. Os sistemas radiculares
de plantulas foram submetidos aos seguintes tratamentos hidroponicos a
concentracdo de 300 pmol L™, pH 7,0: a) Controle com &gua desionizada; b) KNO3;
c) L-arginina (L-arg); d) S-nitrosoglutationa (GSNO). NO3™ e L-arg sdo precursores
da sintese de NO e GSNO é um doador de NO (Wojtaszek, 2000; Modolo et al.,
2005). Apds 24 h, as raizes foram lavadas e submetidas a um segundo tratamento
(Ca** 200 pmol L™ [controle] ou AI** 75 pmol L™ em Ca®* 200 pmol L) a pH 4,0. A
concentracdo de AI** utilizada é aquela preconizada por Camargo et al. (1992) em
estudos realizados com os mesmos cultivares de T. aestivum. Os sistemas
radiculares foram coletados 48 h apés o segundo tratamento, lavados
abundantemente e utilizados em todas as analises subsequentes. Durante os 3 dias
de tratamento, as plantas foram mantidas em sala de crescimento, a 30 °C, sob
iluminac&o constante a uma fluéncia média de luz de 191 umols de fétons/m? (Figura
2B).
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Figura 2. Imagens representativas da montagem dos experimentos de incubacdo das raizes de
Triticum aestivum na presenca ou néo de AI**. A, Preparo dos rolos de germinacdo de sementes para
a obtencao de raizes retilineas. B, Plantulas, cujas raizes foram submetidas aos tratamentos.

3.2. Localizac&do de 6xido nitrico (NO) e AI**

Cortes transversais, a mao livre, de cerca de 0,5 cm a partir do apice
radicular, foram incubados em solucbes recém-preparadas de 4,5-
diaminofluoresceina diacetato (DAF-2DA) 10 pymol L™ para deteccéio de NO (Modolo
et al., 2006). Apdés 15 min de incubacdo no escuro e a temperatura ambiente, 0s
cortes foram lavados em &gua desionizada, montados em Vectashield (Vector
Laboratories Inc., Burlingame, CA) e analisados ao microscopio de epifluorescéncia
(Olympus BX41) utilizando filtro de comprimento de onda de excitacdo e emisséo de
450 nm e 570 nm, respectivamente.

Para a deteccdo de AI**, cortes semelhantes aos anteriores e dos mesmos
tratamentos foram incubados em solucdo de morina 100 pmol L™ em tampéo
acetato, pH 5,0 (Tice et al.,1992). Ap6s 1 h de incubacdo a temperatura ambiente,
os cortes foram lavados em agua desionizada, montados em laminas e analisados
ao microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX41) utilizando filtro de excitacdo e
emissao na faixa de 420-510 nm. Os cortes foram fotografados utilizando objetiva de
10x e tempos de exposicao de 1200 ms para DAF-2 DA e 200 ms para morina, com
camera digital (Olympus SC30).

A localizagcdo de NO em raizes sob os varios tratamentos foi determinada
empregando DAF-2DA. Este € um composto ndo fluorescente que se difunde
facilmente através de membranas e, sob a acdo de esterases intracelulares é
hidrolisado em 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2). O grupo diamino do DAF-2 é

nitrosilado pelo NO existente no meio, na presenca de O,, 0 que resulta em uma
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nitrosamina que apresenta rearranjo de atomos formando triazolofluoresceina (DAF-

2T), que emite fluorescéncia verde esmeralda (Figura 3; Modolo, 2004).

Citoplasma
NH.
HaNL A
Esterases \‘v/lcoo- *NO
~ \‘/‘\ N © J/\/ S
'O/g\:/\‘c/\k\/l‘o o R“v/L‘o
DAF-2DA DAF-2

Figura 3. Representacdo esquematica da reacéo de deteccdo in situ de 6xido nitrico (NO). DAF-2,
4,5-diaminofluoresceina; DAF-2DA, 4,5-diaminofluoresceina diacetato; DAF-2T, triazolofluoresceina.
Ac, grupo acetila. Reproduzido de Modolo (2004).

A localizacdo de AI** em cortes transversais de raizes foi feita utilizando o
flavonoide morina, que, em meio &cido, forma um complexo com Al** e exibe
fluorescéncia verde (Browne et al., 1990). Morina € um fluoréforo altamente sensivel
e pode detectar concentragcbes muito baixas de AI** em tecidos vegetais (Eggert,
1970). Seu limite de detecgéo é inferior a 2 nmol de A** L™ (Lian et al., 2003).

3.3. Localizacdo de anion superoéxido ('Oy)

A localizacdo de 'O, foi realizada de acordo com Lee et al. (2002), com
modificacdes. Cortes transversais, a mao livre, de cerca de 0,5 cm a partir do apice
radicular, foram infiltrados a vacuo por 10 min com tampéo fosfato 100 mmol L™ (pH
7,6) contendo nitroblue tetrazolium (NBT) 0,2 g L™. Os cortes foram incubados por 2
h a temperatura ambiente e auséncia de luz. Em seguida, os cortes foram lavados
com agua desionizada, montados em glicerina 50% e avaliados ao microscoépio
optico (Olympus BX41), sob objetiva de 10x e fotografados com camera digital
(Olympus SC30), com tempo de exposicédo de 30 ms.

A producdo de ‘O, em raizes sob os diversos tratamentos impostos foi
avaliada in situ empregando o reagente NBT. Esta técnica permite a determinagéao
semi quantitativa da producédo de ‘O, (Choi et al., 2006) em sistemas in vitro e in
vivo. A quantidade relativa de ‘O,” é determinada pelo nimero de células contendo
depoésitos de formazana, um composto de coloragdo azul formado a partir da

reducdo do NBT, de coloragdo amarela (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo esquematica da reagdo do &nion superdxido (‘O,) com o nitroblue
tetrazolium (NBT).

3.4. Localizacéo de células mortas

A localizacéo in situ de células mortas foi realizada de acordo com Rate et al.
(1999), com modificagdes. Cortes transversais, a mao livre, de cerca de 0,5 cm a
partir do apice radicular, foram incubados por 5 min a 100 °C em solucdo recém-
preparada de lactofenol (acido latico, glicerol, fenol e 4gua destilada 1:1:1:1; v/ivim/v)
contendo azul de tripan 0,25 mg mL™. Os tecidos vegetais foram lavados com
solucdo alcodlica de lactofenol (etanol/lactofenol 2:1; v/v) por 5 min, seguido de
lavagem em etanol 50% por 5 min para a remocao de reagente livre. Os cortes
foram montados em glicerina 50%, avaliados ao microscépio 6ptico (Olympus BX41)
sob objetiva de 10x e fotografados com camera digital (Olympus SC30), com tempo
de exposicéo de 30,0 ms.

A localizacdo de células mortas em raizes sob os varios tratamentos foi
determinada empregando o corante azul de tripan em solucdo de lactofenol. Células
vivas ndo incorporam o corante, pois possuem membranas intactas impermeaveis
ao azul de tripan. No entanto, células mortas apresentam membranas com
integridade e/ou seletividade reduzida, o que permite a entrada do azul de tripan no
simplasto com subsequente coloracao das células em tons que variam do violeta ao

azul.

3.5. Quantificagéo de lignina

A extracdo da parede celular das raizes foi realizada de acordo com
Tokunaga et al. (2005). As raizes intactas foram maceradas em N, liquido e
extraidas com 1 mL de etanol 95%. As amostras foram transferidas para tubos
plasticos previamente pesados e os extratos centrifugados a 8.000 x g por 5 min. O
pellet foi recolhido e lavado por trés vezes com 1,5 mL de etanol 95%, seguindo

duas lavagens com 1,5 mL de etanol/hexano (1:2; v/v). Os pellets foram secos
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overnight a 70 °C em estufa de circulacédo forcada de ar e a massa das amostras de
parede celular, registradas. O conteudo de lignina das amostras foi determinado de
acordo com Fukushima e Kerley (2011). A fracdo seca foi ressuspendida com
brometo de acetila 25% em acido acético glacial na proporcdo de 1 mL para 10 mg
de parede celular e o sistema foi mantido em banho-maria a 50 °C por 2 h. Apés o
resfriamento em banho de gelo, as misturas foram centrifugadas a 8.000 x g por 10
min. A 0,5 mL do sobrenadante resultante foi adicionada uma solucédo de &acido
acético contendo NaOH 0,3 mol L™ e hidroxilamina 0,5 mol L. A mistura foi
centrifugada a 10.000 x g por 5 min e o sobrenadante submetido a analise
espectrofotométrica a 280 nm. O teor de lignina foi determinado utilizando a seguinte
férmula produzida a partir de uma curva padrao: X = (Y — 0,0009)/23,077, onde X é a
concentracédo de lignina (mg mL™), Y é a densidade 6ptica da amostra. O contetido

de lignina nas raizes foi expresso em mg g™ de massa seca de parede celular.

3.6. Quantificacdo de hidroperéxidos de lipidios (LOOHS)

A quantificacdo de LOOH em raizes foi realizada de acordo com DelLong et al.
(2002) e Gay e Gebicki (2002), com modificagbes. As raizes intactas foram
maceradas em N, liqguido na presenca de polivinilpolipirrolidona (PVPP) na
proporcao de 30 mg para 0,3 g de material vegetal. Ap6s a completa maceracéo foi
acrescentada solucdo aquosa de etanol 80%, contendo hidroxitolueno butilado
(BHT) 0,01% (m/v) (1 mL para 0,3 g de material vegetal). Os homogenatos foram
centrifugados a 16.000 x g por 10 min. Vinte e cinco microlitros dos sobrenadantes
foram adicionados individualmente a 25 pL de uma solugcdo metandlica de
trifenilfosfina (TFF) 10 mmol L™ ou 25 uL de metanol. O sistema foi incubado por 30
min a temperatura ambiente, sob agitacdo, seguindo a adigdo de 500 pL de solugéo
recém-preparada do reagente FOX (metanol 90%, HCIO4 110 mmol L™, BHT 4 mmol
L™, sulfato ferroso amoniacal 2,5 mmol L™ e alaranjado de xilenol 1 mmol L™?). As
amostras foram incubadas por 10 min a temperatura ambiente na auséncia de luz,
sendo analisadas a 560 nm em leitor de microplacas (Thermo Scientific Multiskan
Spectrum, modelo 1500). A quantidade de hidroperdxidos de lipidios foi determinada
em termos de equivalentes de peroxido de hidrogénio (H.O,) utilizando este
reagente puro (Merck) como padrdo. Os resultados foram expressos em pmol de
hidroperéxidos de lipidios g* de massa seca.
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A quantificacdo de LOOH em raizes sob os varios tratamentos foi realizada a
partir do uso de reagente FOX, que foi reconhecido como sendo mais sensivel que o
método baseado na deteccdo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (do
inglés, TBARS) (DelLong et al., 2002). Além disso, € uma técnica que nao apresenta
interferéncias do oxigénio do meio, apresenta boa linearidade e os resultados
obtidos sdo altamente reprodutiveis (DeLong et al., 2002). O método do reagente
FOX é baseado na oxidacdo de Fe?* a Fe*" por LOOH presentes em uma amostra
vegetal em estudo. O Fe** se liga ao alaranjado de xilenol para formar um complexo
de coloracéo que pode variar de alaranjada a purpura, com méaxima absor¢do de luz
na faixa de 500 a 600 nm (DeLong et al., 2002; Pinto et al., 2007).

O método usado para quantificar proteinas oxidadas baseia-se na reacdo
entre a 2,4-dinitrofenihidrazina (2,4-DNPH) e grupamentos carbonilas presentes em
cetonas ou aldeidos das proteinas (Figura 5). Grupos carbonilas sdo formados na
estrutura de proteinas a partir da oxidacdo da cadeia lateral de residuos de L-
histidina e L-triptofano. A base de Schiff resultante dessa reacdo (derivado 2,4-
dinitrofenilhidrazona) é estavel, sendo detectada a 360 nm (Reznick e Packer, 1994;
Klebl et al., 1998).

R

R
H | , H I ,
O5N N—NH, + O=—=C—vproteina OsN N—N=—C—proteina

NO, . NO,
Carbonila-alvo
2,4-Dinitrofenilhidrazina (aldeido ou cetona) 2,4-Dinitrofenilhidrazona

Figura 5. Representacdo esquematica da reacdo utilizada para a deteccdo de proteinas oxidadas.
Carbonilas cetbnicas ou aldeidicas oriundas da oxidacdo de cadeias laterais de residuos de L-
histidina e L-triptofano presentes nas proteinas reagem com 2,4-dinitrofenilhidrazina para formar uma
fenilhidrazona de cor amarela. Reproduzido de Faria, 2010.

3.7. Quantificacéo de proteinas oxidadas

A determinacado dos niveis de proteinas oxidadas foi realizada de acordo com
Levine et al. (1990) e Reznick e Packer (1994), com modificagOes. As raizes inteiras
foram maceradas em N liquido na presenca de PVPP (0,3 g para 1 g de amostra).
As proteinas sollveis foram extraidas com 1 mL de tamp&o HEPES 50 mmol L™ (pH
7,0). O homogenato foi centrifugado a 10.000 x g por 10 min a 4 °C. Adicionou-se
150 pL de uma solugdo de 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH) 8 mmol L™ contendo
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HCI 2 mol L™ a 225 pL do sobrenadante resultante. Cada sistema foi incubado por 1
h sob agitacdo, na auséncia de luz e a temperatura ambiente. Aos sistemas foram
adicionados 180 pL de &cido tricloroacético 30% (m/v) para proporcionar a
precipitacdo das proteinas. As misturas foram centrifugadas a 10.000 x g por 10 min.
O precipitado foi lavado trés vezes com 500 pyL de uma solugao de etanol/acetato de
etila (1:1; v/v) para a remocao de 2,4-DNPH livre. O material foi ressuspendido em
360 pL de solugdo de guanidina 6 mol L™, preparada em tamp&o fosfato 20 mmol L’
! (pH 2,3). As amostras foram, entdo, analisadas espectrofotometricamente na faixa
de 300 a 400 nm em leitor de microplacas. A anélise mostrou méaxima absorcao de
luz a 360 nm para as amostras, sendo este comprimento de onda escolhido para a

expressado dos resultados em nmol de carbonila mg™ de proteina total.

3.8. Determinacédo da atividade de enzimas do sistema antioxidante

As raizes intactas das plantulas foram maceradas em N liquido na presenca
de PVPP (30 mg para 0,3 g de tecido vegetal) e as proteinas sollUveis extraidas com
solucdo composta de tamp&o fosfato 50 mmol L™ (pH 6,8), &cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) 100 umol L™ e coquetel completo de inibidores de protease
(Sigma). As amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por 15 min (4 °C) e o
sobrenadante utilizado para a determinacdo da atividade das enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX).

A atividade SOD foi determinada de acordo com Giannopolitis e Ries (1977). Foi
utilizado um meio de reacéo constituido de tamp&o fosfato 50 mmol L™ (pH 7,8), L-
metionina 13 mmol L™, NBT 75 pmol L™, EDTA 100 pmol L™ e riboflavina 2 pmol L™.
Dois conjuntos idénticos de reacdes foram acondicionados em camara fechada, a
temperatura ambiente por um periodo de 10 min, sendo um deles mantido na
presenca de luz (15 W) e o outro, a reacao controle, mantida na auséncia de luz. O
azul de formazana resultante da fotorreducéo do NBT foi quantificado a 575 nm. Uma
unidade de SOD foi definida como a quantidade da enzima necessaria para inibir a
fotorreducédo do NBT em 50%. O método utilizado para quantificar a atividade SOD
baseou-se na producao artificial de "O,” no meio de reacéo a partir da reducédo de O,
na presenca de riboflavina e L-metionina, em um processo dependente de luz. Uma
vez formado no meio contendo o extrato proteico vegetal, o ‘O, servira de substrato

para a SOD. O 'Oy nao dismutado pela SOD reduzira o NBT, também adicionado ao
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sistema, resultando na formag¢ao de uma formazana de coloracao azul-violeta (Figura
4) que é quantificada por medidas espectrofotométricas na regiao do visivel.

A atividade CAT foi determinada de acordo com Boscolo et al. (2003), com
modificacdes. Foi utilizado um meio de reacdo constituido de tampao fosfato 50
mmol L™ (pH 6,8) e peréxido de hidrogénio (H202) 12,5 mmol L. A diminuicdo da
absorbancia a 240 nm devido ao decréscimo na concentracdo de H,O, foi
monitorada. Os céalculos foram feitos com base no coeficiente de extingdo molar (g)
de 39,4 L mol™* cm™.

A atividade APX foi determinada de acordo com Nakano e Asada (1981). Foi
utilizado um meio de reacéo constituido de tamp&o fosfato 50 mmol L™ (pH 6,0),
acido ascorbico 1 mmol L™ e H,O, 2 mmol L™. A diminuicdo da concentracéo de
acido ascorbico no meio foi monitorada com medidas espectrofotométricas a 290
nm. Os célculos foram feitos com base no coeficiente de extingdo molar () de 2,8 L

mmol tcm™,
3.9. Determinacéo de proteinas totais

A guantificacdo de proteinas totais nhas amostras foi realizada pelo método de
ligagdo ao coomassie blue (Bradford, 1976), utilizando albumina de soro bovino
(BSA) como padréo.

3.10. Localizacdo imunohistoquimica de acido indol-3-acético (AlA)

A distribuicao de AIA em &pices radiculares (0,5 cm) foi investigada de acordo
com Moctezuma (1999) e Thomas et al. (2002) com modificacdes. As amostras
foram pré-fixadas em solugcdo aquosa recém-preparada de cloreto de 1-etil-3-(3-
dimetil-aminopropil)-carboxidiimida 4% (EDAC; Sigma) a partir de infiltracdo a vacuo
e incubacdo por 4 h a 4 °C. A pré-fixacdo garante a antigenicidade do AIA ao
anticorpo monoclonal anti-AlA. As amostras foram fixadas utilizando solucdo de
Karnovsky (glutaraldeido 5%, paraformaldeido 4% em tampd&o fosfato 0,2 mol L™, pH
7,2) (Karnovsky, 1965) a partir de infiltracdo a vacuo e incubacgéo por 16 ha 4°C. O
material foi desidratado em série butilica crescente (Johansen, 1940) e,
posteriormente, incluido em Paraplast® (Kraus e Arduin, 1997) a 60 °C. Cortes
longitudinais de 10 ym foram realizados com o auxilio de um micrétomo de rotacéo

(Leica Jung Biocut 2035). Os cortes foram desparafinados, reidratados, incubados
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em solucéo bloqueadora [tamp&o PBS 10 mmol L™ (pH 7,0), tween-20 0,1%, glicina
1,5% e BSA 5%] por 45 min e lavados em PBS 10 mmol L™ (pH 7,0) contendo
Tween-20 0,1% e BSA 0,8%. Os cortes foram incubados overnight a 4 °C com
anticorpo primario monoclonal anti-AlA (Sigma) 50 ug mL™?, preparado em mistura
de PBS 10 mmol L™ com BSA 0,8%. As amostras foram lavadas com solucéo
diluente do anticorpo e incubadas por 7 h a temperatura ambiente na auséncia de
luz com anticorpo secundario conjugado anti-mouse IgG fosfatase alcalina (Sigma)
diluido 20 vezes em uma mistura de PBS mmol L™* com BSA 0,8%. Os cortes foram
lavados com PBS 10 mmol L*/BSA 0,8% e revelados com solugéo de NBT 0,34 g L™
em 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato 0,18 g L™. Apds 20 min a reacéo foi paralisada
com Tris 100 mmol L™ (pH 8,0) contendo EDTA 1 mmol L. Os cortes foram
montados em solucdo de montagem (Sigma), avaliados ao microscopio optico Leica
DM500 sob objetiva de 10x e fotografados com camera digital (Leica ICC50 HD). O
controle negativo foi obtido a partir do tratamento de fragmentos de raizes de T.
aestivum com uma solucdo de KPSC constituida de sacarose 2%, cloranfenicol 50
ng mL™ e tampao fosfato 10 mmol L™ (pH 6) por 12 h (McClure e Guilfoyle, 1987). A
solucdo de KPSC foi trocada apds 1 h e 3 h de incubacao. Para o controle positivo,
os fragmentos foram incubados com KPSC por 4 h para remover a auxina
endodgena, seguido de tratamento por 8 h com uma solucdo de 2,4-4cido
diclorofenoxiacético (2,4-D) pmol L. Apés essas incubacdes, os controles foram
tratados para a imunolocalizacdo de AIA. Além dos tratamentos ja descritos no item
3.1, utilizou-se &cido 2,3,5-triiodobenzdico (TIBA) 10 uM sozinho ou em associacao
com GSNO, como pré-tratamento, por 24 h.

A técnica de localizacdo de AIA em cortes longitudinais de apices radiculares
baseou-se no uso de um anticorpo primario monoclonal capaz se ligar
especificamente a auxina AIA. Os cortes foram posteriormente incubados com
anticorpos secundarios 1gG (obtidos a partir de camundongos) conjugados com
fosfatase alcalina que, na presenca de NBT e 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato
(BCIP) promove a formagdo da formazana correspondente e um dimero de
coloracdo azul indigo (Figura 6). Sendo assim, a presenca de AIA em raizes é
verificada pela formagcdo de um precipitado azul indigo como a apresentada na
Figura 20, em cortes suplementados com 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), um
analogo de auxina (tratamento KPSC + 2,4-D). Como controle-negativo, utilizou-se o

tratamento com KPSC para a deplecao de AIA enddgeno (Figura 20).
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Figura 6. Representacdo esquematica da reacéo de revelagdo de anticorpos anti-AlA na presenca de
fosfatase alcalina. Fosfatases alcalinas conjugadas ao anticorpo secundario IgG promovem a
hidrolise da ligagdo fosfomonoéster presente na estrutura do 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP).
O produto desta catdlise (5-bromo-4-cloro-indolil; BCI) promove a conversao de nitroblue tetrazolium
(NBT) a correspondente formazana, com formag¢do de um precipitado azul indigo correspondente a
um dimero de BCI.

3.11. Anéalises estatisticas

Os resultados foram analisados por meio de ANOVA one way com
significancia de 5% para comparacao entre os diferentes tratamentos de um mesmo
cultivar, utilizando o programa Systat 10.2 (Wilkinson, 2002).

Apos verificacdo de distribuicdo normal e variancia homocedastica, os dados
foram submetidos a analise estatistica de variancia ANOVA one way para dados
paramétricos e Kruskal-Wallis para dados ndo paramétricos, com significancia de
5%, para comparacao entre os diferentes tratamentos de um mesmo cultivar. Em
seguida foi realizado teste de Tukey a 5% de significAncia, para comparacoes
multiplas entre os tratamentos.

Para testar o efeito de cada tratamento entre os cultivares, os resultados
obtidos foram analisados por teste t para duas amostras, no caso de dados
paramétricos, ou por teste de Mann-Whitney, quando se tratou de dados nao

paramétricos.
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4. Resultados

4.1. Localizacdo de 6xido nitrico (NO) e AI**

Raizes de ambos os cultivares ndo apresentaram autofluorescéncia. Raizes
do cultivar tolerante, submetidas ao tratamento-controle (H,O/Ca®") apresentaram
NO principalmente no cilindro vascular, enquanto que a presenca de NO foi
detectada em algumas células do cortex de raizes de plantulas sensiveis ao Al
(Figuras 7 e 8). Essa fluorescéncia corresponde ao NO produzido em condi¢des
fisiologicas. A intensidade de fluorescéncia verde exibida pelo cultivar tolerante
(BH1146) demonstra que raizes do referido cultivar naturalmente sintetizam mais
NO do que as do cultivar sensivel (Anahuac) ao Al. Adicionalmente, os niveis
enddgenos de NO parecem aumentar mais expressivamente em raizes do cultivar

I**. Como

tolerante do que nas do cultivar sensivel, apés 48 h de tratamento com A
esperado, a intensidade de fluorescéncia foi bem maior nos cortes de raizes preé-
tratadas com um reconhecido liberador de NO (GSNO), em comparacdo aos
tratamentos-controle. Resultado similar foi observado em cortes tratados com NOj3’
ou L-arg, reconhecidos precursores da sintese de NO (Figuras 7 e 8). A intensidade
da fluorescéncia aumentou ainda mais quando as raizes pré-submetidas ao
tratamento com GSNO ou precursores de sintese de NO foram posteriormente
tratadas com AI**, principalmente no cultivar sensivel (Figuras 7 e 8).

Raizes do cultivar tolerante tratadas com GSNO, NOsz ou L-arg e

posteriormente expostas ao Al**

apresentaram acumulo de NO, principalmente, na
endoderme e na epiderme enquanto que as raizes dos respectivos tratamentos

controles exibiram fluorescéncia principalmente no cilindro vascular (Figura 8).
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Figura 7. Localizagdo de NO, por DAF-2DA, em cortes transversais de raizes de Triticum aestivum
cv. Anahuac (sensivel ao Al). Os tratamentos descritos antes da barra duraram 24 h enquanto que os
depois da barra duraram 48 h. Foi utilizada solugo de AI** 75 umol L™ para a imposicéo do estresse.
GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-arginina. As imagens sdo representativas de, pelo menos, dois
experimentos independentes realizados em triplicata.

GSNO/Ca* sy, NOs/Ca?*

Figura 8. Localizagdo de NO, por DAF-2DA, em cortes transversais de raizes de Triticum aestivum
cv. BH1146 (tolerante ao Al). Os tratamentos descritos antes da barra duraram 24 h enquanto que os
depois da barra duraram 48 h. Foi utilizada solucéo de Al 75 pmol L* para a imposi¢cédo do estresse.
GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-arginina. As imagens sdo representativas de, pelo menos, dois
experimentos independentes realizados em triplicata.

As Figuras 9 e 10 apresentam micrografias representativas dos resultados de

localizacdo in situ de AI** em raizes de Triticum aestivum cvs. Anahuac e BH1146.

13

Como esperado, raizes nao-tratadas com A nao apresentaram qualquer
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fluorescéncia apés incubacdo com morina (Figuras 9 e 10), indicando auséncia de
contaminacdo dos experimentos com esse cation. Raizes de plantulas tolerantes
tratadas com AI** apresentaram este cation concentrado em células da epiderme e
do cortex, enquanto que raizes de plantulas sensiveis apresentaram marcacao
fluorescente intensa correspondente a presenca de AI** em praticamente todos os
tecidos (Figuras 9 e 10). Interessantemente, a fluorescéncia em raizes de ambos os
cultivares pré-tratados com GSNO, NOj™ ou L-arg foi menos intensa que aquela em
raizes sob os tratamentos H,O/AI** (Figuras 9 e 10). Os pré-tratamentos pareceram

13

diminuir o acumulo de AI°" no simplasto visto que este cétion foi detectado

associado, principalmente, a nicleos e a membranas plasmaticas. O pré-tratamento

ad

com L-arg inibiu 0 acimulo de AI°" na epiderme de raizes de ambos os cultivares.

GSNoO/Ca?* NO;/Ca?* L-arg/Ca2*

GSNO/AP* NOs /AR L-arg/Al3*
¢ ol *’. ‘ ae

5,4:\/'. :
.

Figura 9. Localizagdo de AI**, por morina, em cortes transversais de raizes de Triticum aestivum cv.
Anahuac (sensivel ao Al). Os tratamentos descritos antes da barra duraram 24 h enquanto que os
depois da barra duraram 48 h. Foi utilizada solu¢éo de Al 75 pmol L™ para a imposicéo do estresse.
GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-arginina. As imagens sao representativas de, pelo menos, dois
experimentos independentes realizados em triplicata.
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Figura 10. Localizacéo de AP, por morina, em cortes transversais de raizes de Triticum aestivum cv.
BH1146 (tolerante ao Al). Os tratamentos descritos antes da barra duraram 24 h enquanto que os
depois da barra duraram 48 h. Foi utilizada solugéo de AP 75 pmol Lt para a imposi¢cédo do estresse.
GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-arginina. As imagens sdo representativas de, pelo menos, dois
experimentos independentes realizados em triplicata.

4.2. Localizacdo de anion superoéxido ('Oy)

As Figuras 11 e 12 apresentam micrografias dos resultados de localizacao in
situ de ‘O,” em raizes de cultivares de T. aestivum com tolerancia diferencial ao AI**,
Os niveis enddgenos de "0, (tratamento H,O/Ca®*) foram aparentemente maiores
em células de raizes do cultivar sensivel, dada a maior intensidade da coloragéo
azul distribuida desde as camadas do cOrtex mais préximas a endoderme até as
células do cilindro vascular (Figura 11). Distribuicdo similar de ‘O,", porém em menor
intensidade, foi observada nos tecidos de raizes do cultivar tolerante (Figura 12). O
tratamento H,O/AI** parece estimular o maior acimulo de "O, em raizes do cultivar
tolerante, com distribuicdo desde as células do cortex até as do cilindro central
(Figura 12). Sob o mesmo tratamento, raizes do cultivar sensivel acumularam "Oy
em poucas células do cortex, porém com ampla distribuicdo na endoderme (Figura
11). O pré-tratamento das raizes com GSNO ou NOj3™ diminuiu os niveis de ‘O,” em

I**. O 'O, localizado nas

apices radiculares de ambos os cultivares, na presenca de A
células sob esses tratamentos (GSNO/AI** ou NO3/AI*") restringiu-se & endoderme e
as células do cortex vicinais a endoderme. O pré-tratamento com L-arg, contudo,

nao foi capaz de conter a producéo de ‘O, estimulada por Al, independentemente do
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cultivar utilizado. Interessantemente, NO3 por si s6 estimulou a formacédo de ‘O,
(tratamentos NO3/Ca*").

GSNO/Ca? L-arg/Ca?

\\"\inu!‘ “ "; k

Figura 11. Localizagéo de ‘O,, com NBT, em cortes transversais de raizes de Triticum aestivum cv.
Anahuac (sensivel ao Al). Os tratamentos descritos antes da barra duraram 24 h enquanto que os
depois da barra duraram 48 h. A presenca de ‘O, é evidenciada pela coloracdo azul. Foi utilizada
solucdo de A 75 pmol L* para a imposicdo do estresse. GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-
arginina. As imagens sdo representativas de, pelo menos, dois experimentos independentes
realizados em triplicata.

H,O/Ca?* GSNO/Ca?* NOz/Ca?"

H,O/AI3*

Figura 12. Localizagédo de ‘O,, com NBT, em cortes transversais de raizes de Triticum aestivum cv.
BH1146 (tolerante ao Al). Os tratamentos descritos antes da barra duraram 24 h enquanto que os
depois da barra duraram 48 h. A presenca de ‘O, é evidenciada pela coloragdo azul. Foi utilizada
solugéo de A" 75 pmol L para a imposicdo do estresse. GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-
arginina. As imagens s&o representativas de, pelo menos, dois experimentos independentes
realizados em triplicata.
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4.3. Localizagéo de células mortas

N&do foram encontradas células mortas em 4apices de raizes-controle
(tratamentos H.O/Ca**) de ambos os cultivares (Figuras 13 e 14). O cultivar sensivel
ao Al apresentou varias células mortas desde a epiderme até a endoderme dos
apices radiculares ap6s os tratamentos H,O/A** (Figura 13). Notavelmente,
nenhuma célula morta foi detectada em apices radiculares do cultivar tolerante
submetido ao estresse por Al (tratamentos H,O/AI**; Figura 14). O pré-tratamento do
cultivar sensivel com GSNO preveniu a morte celular em raizes posteriormente
incubadas com AI** enquanto que o pré-tratamento com NOj3 minimizou o
surgimento de células mortas na epiderme e cértex e suprimiu a morte de células da
endoderme (Figura 13). Constatou-se auséncia de células mortas em raizes do
cultivar tolerante sob os tratamentos GSNO/A?* e NO3/AP* (Figura 14). L-arg, NO3
ou GSNO, por si s6, (tratamentos L-arg/Ca®*, NO3s/Ca?*, GSNO/Ca?*) estimularam a
morte de células da epiderme, cortex, endoderme e cilindro vascular de apices
radiculares do cultivar sensivel ao Al, enquanto que o tolerante ndo exibiu células

mortas, salvo na epiderme de raizes tratadas com NO3/Ca?* (Figuras 13 e 14).

29



NOg'/Ca2+

Figura 13. Localizagdo de células mortas, com azul de Tripan, em cortes transversais de raizes de
Triticum aestivum cv. Anahuac (sensivel ao Al). Os tratamentos descritos antes da barra duraram 24
h enquanto que os depois da barra duraram 48 h. Foi utilizada solugdo de AI** 75 pmol L™ para a
imposicdo do estresse. As células mortas foram evidenciadas pela coloragdo azul. GSNO, S-
nitrosoglutationa; L-arg, L-arginina. As imagens s&o representativas de, pelo menos, dois
experimentos independentes realizados em ftriplicata.
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Figura 14. Localizacdo de células mortas, com azul de Tripan, em cortes transversais de raizes de
Triticum aestivum cv. BH1146 (tolerante ao Al). Os tratamentos descritos antes da barra duraram 24 h
enquanto que os depois da barra duraram 48 h. Foi utilizada solu¢cédo de AP 75 umol L™ para a
imposicdo do estresse. As células mortas foram evidenciadas pela coloragdo azul. GSNO, S-
nitrosoglutationa; L-arg, L-arginina. As imagens s&o representativas de, pelo menos, dois
experimentos independentes realizados em triplicata.
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4.4. Quantificacao de lignina

A Figura 15 mostra que, de uma maneira geral, as células de raizes de ambos
0S cultivares apresentaram baixa quantidade de lignina e esta variou
consideravelmente entre as amostras biolégicas de um mesmo tratamento. Os
niveis basais de lignina em raizes de plantulas sensiveis ao Al foram similares aos
de raizes do cultivar tolerante (tratamentos H,O/Ca®*) e n&o variaram

significativamente com a imposicdo do estresse (tratamentos H,O/AI**

). Apenas o
pré-tratamento com GSNO foi capaz de afetar o acumulo de lignina em raizes dos
dois cultivares seguindo incubacdo com Al, reduzindo os niveis desse polimero
fenolico em mais de 60%. O pré-tratamento com NOj3’ inibiu 0 acumulo de lignina em
67% em raizes do cultivar tolerante sob estresse por Al (Figura 15). Tais pré-
tratamentos, contudo, ndo afetaram a deposicdo de lignina no cultivar sensivel sob
estresse por Al. O pré-tratamento com GSNO diminuiu a producédo de lignina em
42% e 37% em raizes dos cultivares sensivel e tolerante, respectivamente, quando
em condicdes fisiolégicas (pos-tratamentos com Ca?*).
12
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Figura 15. Efeito do NO sobre o acumulo de lignina em raizes de Triticum aestivum. As raizes foram
tratadas por 24 h com as solugdes descritas antes da barra seguido dos tratamentos com CaCl, 200
UM ou AI** 75 uM em CaCl, 200 uM por 48 h. Os valores correspondem & média + erro padréo de
experimentos realizados com cinco replicatas. GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-arginina. Letras
minUsculas distintas representam diferencas significativas entre tratamentos do mesmo cultivar.
Letras mailsculas distintas indicam diferencas significativas entre os cultivares.

31



4.5. Quantificacdo de hidroperéxidos de lipidios (LOOHS) e proteinas oxidadas

Niveis similares de LOOH (450 nmol g massa seca) foram encontrados em
raizes dos dois cultivares sob os tratamentos-controle (H,O/Ca?*; Figura 16A). O
tratamento de raizes com AI** provocou reducdo significativa nos niveis de LOOH
em 13,3% no cultivar sensivel e 35,6% no cultivar tolerante ao Al, em relacdo aos
tratamentos-controle. Comparados aos tratamentos com Al**, os niveis de LOOH
foram 33% e 41% menores em raizes dos cultivares sensivel e tolerante,

I**. Os menores

respectivamente, quando submetidas aos tratamentos GSNO/A
niveis de LOOH em raizes do cultivar sensivel ao Al (cerca de 200 nmol g* massa
seca) foram alcancados quando os érgaos foram submetidos aos tratamentos NOgz
IAI* e L-arg/A** (Figura 16A). L-arg, mas ndo NO3, também estimulou diminuicéo
mais expressiva dos niveis de LOOH em raizes do tolerante tratadas com AI**, em

comparagao aos tratamentos H,O/Al**

. Em geral, o pré-tratamento com NO3 ndo se
mostrou eficiente na diminuicdo dos niveis de LOOH em raizes do cultivar tolerante
ao Al, sendo, contudo, tao eficiente quanto L-arg e mais eficiente que o GSNO com
respeito ao cultivar sensivel.

A Figura 16B apresenta os resultados de quantificacéo de proteinas oxidadas.
Os niveis basais de proteinas oxidadas em raizes do cultivar tolerante foram 57%
maiores do que aqueles encontrados em raizes de plantulas sensiveis ao Al
(tratamentos H,O/Ca?"). A imposicdo do estresse por Al ndo causou quaisquer
alteracdes significativas nos niveis de proteinas oxidadas, independentemente do
cultivar estudado. Apesar de os tratamentos com GSNO/Ca®", NOs/Ca®" ou L-
arg/Ca?* causarem aumento nos niveis de proteinas oxidadas em raizes do cultivar
tolerante, o uso de liberador de NO ou substratos de sua sintese, associado ao

estresse por Al, ndo afetou o processo de oxidacdo de proteinas.
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Figura 16. Efeito do NO nos niveis de hidroperéxidos de lipidios (A) e proteinas oxidadas (B) em
raizes de Triticum aestivum. As raizes foram tratadas por 24 h com as solu¢des descritas antes da
barra seguido dos tratamentos com CaCl, 200 uM ou AP* 75 UM em CaCl, 200 uM por 48 h. Os
valores correspondem a média + erro padrdo de experimentos realizados com, no minimo cinco
replicatas. GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-arginina; LOOH, hidroperoxidos de lipidios; MS,
massa seca. Letras minlUsculas distintas representam diferencas significativas entre tratamentos do
mesmo cultivar, enquanto letras mailsculas distintas indicam diferencas significativas entre

tratamentos dos dois cultivares.
4.6. Determinacao da atividade de enzimas do sistema antioxidante

A Figura 17 apresenta os resultados de quantificacdo da atividade SOD em
raizes de cultivares de T. aestivum com tolerancia diferencial ao AI**. Em condicdes

fisiologicas, raizes de plantulas tolerantes ao Al exibiram atividade SOD 10% maior

que aquela detectada em plantulas sensiveis sob as mesmas condi¢des
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experimentais. A atividade SOD em raizes do cultivar tolerante foi estimulada em 22%

por AI**

guando comparada ao tratamento-controle. A atividade SOD néao foi afetada
pelo tratamento com AI** em raizes de plantulas sensiveis, mesmo em situacdes em
que as plantulas foram pré-tratadas com GSNO ou L-arg. O NO3” estimulou em 52% a
atividade SOD no cultivar sensivel, em resposta ao AI** e inibiu a atividade desta
enzima em 29% no cultivar tolerante sob as mesmas circunstancias. GSNO inibiu a
atividade SOD em 29% no cultivar tolerante sob estresse por Al enquanto L-arg

estimulou a atividade em 79%.
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Figura 17. Efeito do NO na atividade superdxido dismutase (SOD) em raizes de Triticum aestivum.
As raizes foram tratadas por 24 h com as solu¢des descritas antes da barra seguido dos tratamentos
com CacCl, 200 uM ou A 75 UM em CaCl, 200 uM por 48 h. Os valores correspondem a média +
erro padrdo de experimentos realizados com quatro replicatas. GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-
arginina. Letras minudsculas distintas representam diferengas significativas entre tratamentos do
mesmo cultivar enquanto letras mailsculas distintas indicam diferengas significativas entre
tratamentos dos dois cultivares.

A avaliacdo da atividade CAT se deu pela determinacao do consumo de H;0,
em meio de reacao contendo o extrato vegetal. Em condi¢des fisiologicas, raizes de
plantulas tolerantes ao Al exibiram atividade CAT 13% maior que aquela detectada
em plantulas sensiveis sob as mesmas condi¢cdes experimentais. Similarmente ao
observado para a atividade SOD, a atividade CAT em raizes do tolerante aumentou
18% seguindo o estresse por Al e permaneceu inalterada nas raizes do sensivel sob
as mesmas condi¢cdes experimentais (Figura 18). GSNO diminuiu em 21%, NO3
aumentou em 29% e L-arg ndo alterou a atividade CAT em raizes do cultivar

sensivel em resposta ao Al. GSNO e NOj™ diminuiram em 21% a atividade CAT no
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cultivar tolerante, enquanto que L-arg estimulou a atividade enzimética em 59% em

raizes sob estresse por Al.
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Figura 18. Efeito do NO na atividade catalase (CAT) em raizes de Triticum aestivum. As raizes foram
tratadas por 24 h com as soluc¢des descritas antes da barra seguido dos tratamentos com CacCl, 200
UM ou AP 75 UM em CaCl, 200 uM por 48 h. Os valores correspondem a média + erro padréo de
experimentos realizados com quatro replicatas. GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-arginina. Letras
minUsculas distintas representam diferencas significativas entre tratamentos do mesmo cultivar
enquanto letras mailsculas distintas indicam diferengas significativas entre tratamentos dos dois
cultivares.

A avaliacao da atividade APX se deu pela determinacdo do consumo de &cido
ascorbico em funcéo de sua oxidacédo por H,O,, assistida pelo extrato vegetal. Em
condic@es fisioldgicas, raizes de plantulas tolerantes ao Al exibiram atividade APX
11% maior que aquela observada em plantulas sensiveis sob as mesmas condi¢des
experimentais (Figura 19). O tratamento com AlI** afetou apenas a atividade APX das
raizes de plantulas tolerantes que exibiram um aumento de 18% na capacidade de

ad

decompor H,0, (tratamento H,O/AI""). GSNO desencadeou, respectivamente, uma

reducdo em 17% e 38% na atividade APX de plantulas sensiveis e tolerantes

tratadas com Al

. O pré-tratamento com L-arg também desencadeou a reducédo da
atividade APX em raizes de ambos os cultivares, sob estresse (Figura 19). Sob tais
condicdes, a atividade APX diminuiu em 41% nas raizes do sensivel e 13% nas do
tolerante, quando comparada aos resultados obtidos com os tratamentos H,O/AI**.
O pré-tratamento com NO3’, seguido de incubacdo com AI**, resultou em respostas
contrastantes: plantulas sensiveis exibiram aumento de 29% na atividade APX
enquanto a atividade nas tolerantes reduziu em 36%. Experimentos-controle

revelaram que o GSNO causou redugédo na atividade APX basal do cultivar tolerante
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sem afetar o sensivel enquanto que o NOj3 reduziu a atividade no tolerante e
aumentou no sensivel ao Al (Figura 19; tratamentos GSNO/Ca?* e NOs/Ca*"). L-arg
afetou negativamente a atividade APX basal em ambos os cultivares (Figura 19; L-

arg/Ca?").
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Figura 19. Efeito do NO na atividade ascorbato peroxidase (APX) em raizes de Triticum aestivum. As
raizes foram tratadas por 24 h com as solu¢des descritas antes da barra seguido dos tratamentos
com CacCl, 200 uM ou AP 75 UM em CaCl, 200 uM por 48 h. Os valores correspondem a média +
erro padrdo de experimentos realizados com quatro replicatas. GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-
arginina. Letras mindsculas distintas representam diferengas significativas entre tratamentos do
mesmo cultivar enquanto letras mailsculas distintas indicam diferengas significativas entre
tratamentos dos dois cultivares.

4.7. Localizacdo imunohistoquimica de acido indol-3-acético (AlA)

Em condic¢des fisiolégicas, ambos os cultivares apresentaram AlA distribuido
em células da protoderme, do procambio e do promeristema de apices radiculares. A
intensidade de coloracdo resultante da marcacdo de AIA foi maior no cultivar
tolerante, sendo mais evidente no procambio e no meristema fundamental.
Membranas e nucleos também apresentaram AIA (Figuras 21 e 22; tratamentos
H,O/Ca*"). Os niveis de AIA em &pices de raizes do cultivar sensivel foram menores
que aqueles do cultivar tolerante ao Al (Figuras 21 e 22). O tratamento com Al**
afetou negativamente os niveis de AIA nas raizes dos dois cultivares, sendo a
redugcdo mais expressiva nas plantulas sensiveis ao Al. Neste cultivar, poucas
células da epiderme exibiram marcagcdo correspondente ao AIA quando tratadas

ad

com AI’". J& no cultivar tolerante, observou-se marcacdo para AIA no cortex e

epiderme. De uma maneira geral, os pré-tratamentos estimularam o fluxo de AIA nas
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raizes sob condi¢des fisiologicas e esse efeito persistiu mesmo apds o tratamento
das raizes com AI** (Figuras 21 e 22). Os efeitos do NO3 foram menos notérios no
cultivar sensivel que os observados no tolerante, sob as mesmas condi¢bes
experimentais (Figuras 21 e 22). O pré-tratamento com GSNO, NOj3; ou L-arg
estimulou o fluxo de AIA nas raizes sob estresse por AI**, independentemente do
cultivar. Em ambos os cultivares, os pré-tratamentos estimularam acumulo de AIA
nas células da epiderme, do promeristema, do procambio e do meristema
fundamental. O pré-tratamento com acido triiodobenzéico (TIBA), um inibidor de
efluxo de auxina, reduziu os niveis basais de AIA em &pices radiculares de ambos
os cultivares, sendo esta inibicdo intensificada em raizes subsequentemente
expostas ao AI** (Figura 23). O GSNO, mesmo na presenca de TIBA, estimulou
acumulo de AIA nos mesmos tecidos, a saber: protoderme, promeristema e
procambio. E digno de nota que o pré-tratamento com TIBA causou um
estrangulamento na zona de alongamento das raizes, independentemente do

cultivar, além de comprometer a expansao foliar (dados ndo mostrados).

200 pm 200 ym <
ey

KPSC - -KPSC+2,4D

Figura 20. Tratamentos-controle para validacdo dos testes de imunolocalizacdo de acido indol-3-
acético (AIA) em raizes e folhas de Triticum aestivum. KPSC, controle negativo; KPSC + 2,4-D,
controle positivo. A presenca de AlA foi evidenciada pela coloracdo azul indigo. As imagens sao
representativas de experimento realizado em sextuplicata.

37



200 pm

188 5 e
o TGN

"

W y {

N

[
3
Py
o o
='a
Te
¥4
-
A
*w
=Y
-'%
=5
cZ
L
-

L
§
4
L 4
-

200 pm 200 pm

H,O/AI* GSNOJAI3+  — NOg/AIZ L-arg/Al%*

Figura 21. Efeito do NO na distribuicdo de acido indol-3-acético (AlA) em cortes longitudinais de apices radiculares de Triticum aestivum cv. Anahuac (sensivel ao Al). Os

tratamentos descritos antes da barra duraram 24 h, enquanto que os depois da barra duraram 48 h. GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-arginina. A presenca de AlA foi
evidenciada pela formacao de coloragdo azul indigo. As imagens sao representativas de experimento realizado em sextuplicata.
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Figura 22. Efeito do NO na distribuicao de acido indol-3-acético (AlA) em cortes longitudinais de apices radiculares de Triticum aestivum cv. BH1146 (tolerante ao Al). Os
tratamentos descritos antes da barra duraram 24 h, enquanto que os depois da barra duraram 48 h. GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-arginina. A presenca de AlA foi
evidenciada pela formacéo de coloracao azul indigo. As imagens sdo representativas de experimento realizado em sextuplicata.
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Figura 23. Efeito do pré-tratamento de Triticum aestivum com GSNO e TIBA na distribuicao de acido indol-3-acético (AlA) em raizes. Os tratamentos descritos antes da
barra duraram 24 h enquanto que os depois da barra duraram 48 h. Imagens superiores referem-se ao cultivar sensivel ao Al (Anahuac) enquanto que as imagens inferiores
referem-se ao tolerante ao Al (BH1146). GSNO, S-nitrosoglutationa; TIBA, &cido triiodobenzéico. A presenca de AlA foi evidenciada pela coloragédo azul indigo. As imagens
sdo representativas de experimento realizado em sextuplicata.
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5. Discusséao

Interessantemente, o pré-tratamento com GSNO, NOj3; ou L-arg por 24 h
reduziu drasticamente o acimulo de Al** nas raizes de ambos os cultivares. Esses
resultados corroboram os obtidos por Wang e Yang (2005) em que o acumulo de
AI** em 4pices radiculares de C. tora foi inibido pelo pré-tratamento com SNP, um

liberador de NO. A presenca de Al**

foi verificada no simplasto, ndcleos e
membranas celulares de 4&pices radiculares dos dois cultivares. Resultado
semelhante ja foi observado por Silva et al. (2000). E esperado que o céation AI** se
associe a anions pela atracédo eletrostatica. Cargas negativas sdo encontradas nos
grupos fosfatos de DNA, RNA e moléculas de ATP presentes nas células, mais
especificamente no nucleo. A capacidade de morina em formar complexo com AP**
ligado a DNA e ATP é bem documentada (Eticha et al., 2005). Portanto, a marcacao
fluorescente encontrada nos nucleos de células de T. aestivum tratadas com morina
pode indicar associaces entre o AlI** e Acidos nucleicos e/ou ATP. Os resultados
aqui apresentados também sugerem que a marcagdo com morina préxima ao
apoplasto se refere a interacdo do AI®** com os grupos fosfatos de lipidios de
membrana, visto que este flavonoide ndo se liga ao AlI** associado as pectinas da
parede celular (Eticha et al., 2005). De fato, Delhaize e Ryan (1995) e Jones e
Kochian (1997) mostraram que a membrana plasmatica funciona como barreira a
penetracdo de AI**, assim como de outros fons polivalentes insolGveis na bicamada
lipidica. Contudo, o AP** pode atravessar membranas via transportadores de
membrana especificos para este cation (Xia et al., 2010), justificando assim a
deteccdo de AI** no citoplasma.

O estresse por AI** causou aumento na fluorescéncia indicativa da presenca
de NO nos tecidos da raiz de ambos os cultivares. Xue et al. (2008) e Marciano et al.
(2010) também relataram resultados similares em estudos conduzidos com C. tora e
O. sativa, respectivamente. Como esperado, os niveis de NO encontrados em raizes
submetidas ao pré-tratamento com um doador ou com precursores de sintese de NO
foram muito maiores que aqueles do controle (pré-tratamentos com H,0).

Notavelmente, a localizac&o in situ de NO em cortes de raizes mostrou que o
cultivar tolerante (BH1146) naturalmente produz maior quantidade dessa RNS,
amplamente reconhecida como uma molécula sinalizadora em células vegetais

(Lamattina et al., 2003; Arasimowicz, 2007). A localizacdo celular de NO em raizes
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sob estresse por AI** também foi alterada quando comparada aos tratamentos-
controle, como observado por llléS et al. (2006). Na auséncia do estresse, a
fluorescéncia que indica presenca de NO encontrou-se principalmente no cilindro
vascular, mas quando ocorreu o0 estresse, o NO passou a ser encontrado,
principalmente, na endoderme, na epiderme e no coértex. Esse conjunto de
resultados indica que o NO foi mobilizado para a regidao mais afetada pelo estresse,
0 apice radicular, podendo atuar como sinalizador de processos que culminam no
alivio da toxicidade por Al. Também foi observado que o AI** dificilmente esta
presente no sistema vascular do cultivar tolerante. Isso pode explicar, em parte, a

tolerancia do cultivar BH1146 ao Al

visto que grande quantidade de NO foi
produzida e/ou deslocada para células da epiderme, cortex e endoderme,
constituindo uma barreira juntamente com essas barreiras fisicas. Esse evento
dificultaria a translocacdo de Al para a parte aérea. Isso indica que o NO esta
envolvido na resposta ao Al contribuindo para a maior eficiéncia do cultivar tolerante
na ativacdo de mecanismos celulares de exclusdo de A",

O pré-tratamento com GSNO ou NO3z diminuiu os niveis de ‘O, em apices
radiculares de ambos os cultivares sob estresse por Al. De fato, o efeito do NO na
atenuacao do estresse oxidativo foi demonstrado em C. tora exposta ao AI** (Wang
e Yang, 2005). O pré-tratamento de plantulas com NOj3’, em condicfes fisioldgicas,
causou aumento significativo nos niveis de ‘O,” em ambos os cultivares. Isso pode
ser explicado pelo aumento do metabolismo de nitrogénio a partir do NOj3 e,
consequente, aumento da respiracdo celular, com maior produgéo de ‘O,". O cultivar
tolerante apresentou niveis endégenos de ‘O, superiores ao do cultivar sensivel ao
Al. Além disso, os niveis de proteinas oxidadas no cultivar tolerante foram o dobro
do encontrado em raizes de plantulas sensiveis. Parece que o cultivar tolerante ao
Al produz, constitutivamente, uma quantidade maior de ROS e RNS, o que causa
naturalmente uma maior oxidacdo de proteinas. Apesar disso, ndo foi encontrada
grande quantidade de células mortas em tecidos de raizes do cultivar tolerante, ao
contrario do que foi encontrado em tecidos de raizes do cultivar sensivel. Pode-se
concluir que os niveis mais elevados de proteinas oxidadas em plantulas tolerantes,
em relacdo ao cultivar sensivel, ndo afetam o funcionamento celular suficientemente
para causar sua morte.

As raizes do cultivar sensivel apresentaram maior numero de células mortas

13

apos o estresse por Al°", processo este atenuado pelos pré-tratamentos com GSNO,
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NOj3 ou L-arg. Interessantemente, o cultivar tolerante ndo apresentou células mortas

I** na morte de células de raizes de

guando sob estresse. O efeito intensificador do A
H. vulgare foi documentado por Pan et al. (2001). No cultivar sensivel, observou-se
que os pré-tratamentos com GSNO, NOs ou L-arg resultou no aumento de células
mortas em raizes sob condic¢8es fisioldgicas. Acredita-se que o aumento da morte
celular no cultivar sensivel seja em razdo de o excesso de NO no sistema contribuir
para a formacdo de macromoléculas oxidadas e outras espécies ainda mais
oxidantes (ONOO", NO; etc) (Stamler et al., 1992). Realmente, a atividade basal das
enzimas do sistema antioxidante em células de raizes do cultivar sensivel ao Al é
menor que as de células do tolerante. O aumento, nas células, de macromoléculas
oxidadas e oxidantes mais fortes, pode levar a perda da fluidez e integridade da
membrana plasmatica, que, em JUltima instancia, pode causar morte celular.
Contudo, os pré-tratamentos com GSNO, NOs™ ou L-arg amenizaram o efeito indutor
de morte celular provocado por Al em células de raizes de plantulas sensiveis.
Raizes de plantulas sensiveis e tolerantes ao Al apresentam niveis basais
similares de LOOH. O tratamento de raizes de ambos os cultivares com AI** levou a
uma diminuig¢&o significativa dos niveis celulares de LOOH, sendo este efeito muito
mais intenso no cultivar tolerante. Varios trabalhos relatam que o contetdo de LOOH
em células de diferentes espécies vegetais aumenta em decorréncia do tratamento
com AI**, como um resultado do aumento de ROS (Cakmak e Horst, 1991; Hamel et
al., 1998; Richards et al. 1998; Yamamoto et al., 2001). Portanto, os resultados aqui

relatados, no que tange o acimulo de LOOH em resposta ao Al**

, contrastam a
maioria dos ja descritos na literatura.

O conteudo de LOOH em raizes de Z. mays néo foi afetado pelo tratamento
com A" (Boscolo et al., 2003). Estudos realizados com cultura de células de C.
sinensis demonstraram a ocorréncia de diminuicdo da peroxidacdo lipidica apos
estresse por A** (Ghanati et al., 2005). Esse resultado pode ser explicado pelo
aumento da atividade das enzimas SOD, CAT e APX nas células de C. sinensis sob
estresse. Os dados das Figuras 15A-18 indicam que células de raizes de T.

aestivum tolerante ao AI*

potencialmente apresentam mecanismos de resposta a
este cation que sao similares aos exibidos por células de C. sinensis. Neste
contexto, € razoavel assumir que lipidios (particularmente os fosfolipidios de
membrana) de T. aestivum ndo s&o os alvos primarios dos efeitos do Al assim como

acontece em certo cultivar de milho e células de C. sinensis (Boscolo et al., 2003;
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Ghanati et al., 2005). Diminuicdo, ainda mais acentuada, na quantidade de LOOH foi
observada no cultivar tolerante quando pré-tratado com GSNO, no cultivar sensivel
sob pré-tratamento com NO3 e em ambos os cultivares pré-tratados com L-arginina,
seguido de estresse por A**. Isso pode ser explicado pela interacdo do NO com
radicais peroxil (LOO") e alcoxil (LO’), interrompendo a perpetuacdo da cadeia de
reacdo durante a peroxidacdo lipidica (Beligni e Lamattina, 2002). Outra
possibilidade é o desencadeamento, por GSNO, de nitrosilagcdo da enzima MDHAR,
do sistema antioxidante, levando ao aumento de sua atividade. Esse fenébmeno foi
reportado em A. thaliana tratada com GSNO e desafiada com Pseudomonas
syringae pv. tomato (Romero-Puertas et al., 2008). Nao se pode descartar, contudo,
a ocorréncia de um aumento nos niveis de antioxidantes n&o enzimaticos
(ascorbato, tocoferol, carotenoides, flavondides e glutationa) durante a resposta de
raizes de plantulas tolerantes de T. aestivum ao Al (Hossain et al., 2005).

Em geral, os niveis de proteinas oxidadas nédo variaram nos dois cultivares
apos o estresse por Al. Além disso, a quantidade de proteinas oxidadas néo foi
muito alta, o que demonstra que as proteinas ndo séo o alvo primario das ROS.

Clark et al. (2000) demonstraram que o NO inibe as atividades de APX e CAT
purificadas de N. tabacum. Resultados semelhantes foram encontrados para a
atividade APX em T. aestivum. Independentemente do cultivar, o pré-tratamento de
raizes com GSNO ou NOjz causou diminuicdo significativa na atividade APX em
resposta ao AIP**. L-arg, contudo, estimulou a atividade APX em raizes sob
tratamento com AlI**. Comportamento similar a este foi observado para as atividades
SOD e CAT em raizes de ambos os cultivares sob pré-tratamento com GSNO ou
NO; seguido de estresse por AI**. Novamente, L-arg desencadeou respostas
contrastantes nos cultivares sob tratamento com Al**: aumento da atividade SOD no
tolerante sem afetar a atividade no sensivel. Tais variagdes nas respostas das raizes
ao AI**, mediante pré-tratamento com NOj e L-arg podem ser devido & possiveis
diferencas, entre os cultivares, no metabolismo desses dois precursores de sintese
de NO. Estudos comparando, por exemplo, a atividade nitrato redutase, nitrito
redutase, arginina descarboxilase e arginase entre os cultivares, sob estresse por
AP**, certamente contribuirdo para a confirmacgdo ou refutacdo desta hipétese. A
formacdo de ROS em excesso, como a de H,0, e ‘O,, é uma das primeiras
respostas & exposicdo ao AI** (Yamamoto et al., 2002; Devi et al., 2003). O ‘O, é

formado na célula em condi¢cdes de elevada oferta de oxigénio. Este anion pode
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reagir com NO para formar peroxinitrito (ONOQ") e/ou contribuir para a producéao de
radical hidroxil (OH), sendo este Gltimo processo dependente de quelatos de Fe (ll1).
O ONOO' e 0 ‘OH sao oxidantes mais fortes que o ‘O,". A reacdo do ‘O, com ‘OH
leva & producdo de oxigénio singleto (*O,), que é a espécie de oxigénio mais
deletéria aos organismos vivos (Barreiros et al., 2006). Portanto, € natural que ocorra
0 aumento da sintese e/ou atividade de enzimas do sistema antioxidante, como
SOD, CAT e APX, em caso de estresse, assim como foi encontrado por Ghanati et
al. (2005) em C. sinensis, e Aftab et al. (2010) em Artemisia annua L. Entretanto, nos
experimentos apresentados neste trabalho, o estresse por AlI** ndo causou nenhum
efeito na atividade da SOD, APX ou CAT no cultivar sensivel, mas provocou um
aumento da atividade dessas enzimas no cultivar tolerante ao Al. Isso demonstra
que, mecanismos de contencdo do excesso de ROS produzido via sintese de novo
e/ou ativagdo das enzimas do sistema antioxidante sédo eficientemente ativados em
resposta ao Al*".

Como esperado, foi encontrada baixa quantidade de lignina na parede celular
de raizes de T. aestivum com 7 dias de idade. Neste estagio de desenvolvimento, o
produto da fotossintese é investido para a formacao de moléculas estruturais, outras
que lignina, e metabdlitos primérios para o crescimento do individuo. A lignina, um
polimero fendlico de alta complexidade estrutural, € normalmente produzida em
estagios finais de desenvolvimento, pois a deposicdo das camadas de lignina
compromete a expansao e divisdo celular (Fukushima e Kerley, 2011). O estresse
por AI** ndo afetou significativamente o acimulo de lignina em células de raizes de
ambos os cultivares. O tratamento com GSNO, NO3; e L-arg anteriormente a
imposicdo do estresse causou diminuicdo nos niveis de lignina de raizes do
tolerante ao Al, mas sem afetar os do cultivar sensivel, a exce¢éo do pré-tratamento
com GSNO. Novamente, diferengcas no metabolismo de NOj3; e L-arg entre os
cultivares podem explicar esses resultados, ainda porque o fornecimento direto de
NO (como GSNO) provocou, nos dois cultivares, respostas similares de deposicéo
de lignina. Existem relatos na literatura que mostram o aumento da deposicdo de
lignina nas paredes celulares, como resultado da maior producdo de H,O, e
atividade de peroxidases, provocado pelo estresse por AI** em A. thaliana, T.
aestivum e Sorghum bicolor L. (Ezaki et al., 2005; Hossain et al., 2005; Peixoto et
al., 2007). Ressalta-se que a idade das plantas utilizadas nos estudos de Ezaki et al.

(2005) e Peixoto et al. (2007) foi de 10 e 17 dias, respectivamente, e que 0s
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sistemas vegetais utilizados foram distintos daquele aqui estudado. No caso do
trabalho de Hossain et al. (2005), além da idade fisiologica das plantulas de T.
aestivum ser diferente, o cultivar utilizado pelos autores foi o Kalyansona, originario
de Bangladesh. Portanto, ndo se pode descartar a existéncia de variacdo genética
entre estes cultivares de T. aestivum.

Sob condic¢des fisiolégicas, apices radiculares dos dois cultivares de T.
aestivum apresentaram imunomarcacao para AlA nas células da protoderme, do
procambio e do promeristema. O AIA também foi localizado nas membranas
celulares e nucleos. O estresse por aluminio diminuiu tal marcacdo mais
proeminentemente nos apices radiculares de plantulas sensiveis ao Al, sendo
registrada a presenca de AIA em células do procambio e meristema fundamental.
Notavelmente, os pré-tratamentos com liberador de NO ou substratos de sua sintese
reverteram o efeito inibitério do Al no fluxo de AIA nos 4pices radiculares dos dois
cultivares. O fato de o efeito do NO3™ no fluxo de AIA em raizes do cultivar sensivel

expostas ao Al**

ter sido menos expressivo que no cultivar tolerante, sugere que a
taxa de metabolizacdo desta espécie nitrogenada € diferente entre os cultivares
estudados. A presenca de AIA nas membranas e/ou nucleos de células de plantas
sob condicdes fisioldgicas é bem documentada (Swarup et al., 2001; Schlicht et al.,
2006). Ainda, a localizacdo deste hormdnio, principalmente nas células do
procambio e meristema fundamental, coincide com a localizacdo de proteinas de
influxo de auxina (AUX1) em células de apices radiculares de A. thaliana (Swarup et
al., 2001). Tal observacéao indica que os transportes acropeto e basipeto, tipicos nos

1** no fluxo

apices radiculares, estdo ocorrendo normalmente. O efeito negativo do A
de AIA em apices radiculares € bem conhecido (Kollmeier et al., 2000). Esse
comportamento é explicado pelo comprometimento, por Al**, do funcionamento das
bombas de H*-ATPase e, consequentemente do potencial elétrico da membrana.
Esse fendbmeno compromete a fungdo dos transportadores AUX e PIN que sédo
responsaveis, respectivamente, pelo influxo e efluxo de AIA nas células. Os pré-
tratamentos com GSNO, NOj3 ou L-arginina garantiram o fluxo normal de AIA em
raizes de T. aestivum (ambos os cultivares), mesmo sob estresse por Al
Observou-se também que o estimulo do fluxo de AIA por NO reverteu o bloqueio de
distribuicdo desse hormdénio causado por TIBA. De fato, € sabido que o NO estimula
o fluxo de AIA em apices radiculares (Pii et al., 2007; Terrile et al., 2011). Neste

contexto, oS menores niveis basais de NO encontrados em raizes de plantulas
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sensiveis, em comparagdo as tolerantes ao Al, certamente contribuem para a
sensibilidade de T. aestivum ao metal em questdo. Ahad e Nick (2007) mostraram
gue mutantes de tabaco (AlIRes) tolerantes ao Al apresentavam um aumento
significativo na producdo de actina e empacotamento de seus microfilamentos.
Kasprowicz et al. (2009) observaram que o tratamento com diferentes doadores de
NO afetou reversivelmente a organizacdo dos filamentos de actina nas células da
endoderme e da zona de transi¢cao de &pices radiculares de Z. mays, levando a sua
reorientacdo e despolimerizacdo. Foi demonstrado que proteinas do citoesqueleto,
como actina e tubulina, sdo passiveis de serem nitrosiladas (Yemets et al., 2011).
Esses resultados suportam a ideia de que a dinamica da F-actina, influenciada por
NO, afeta processos de endocitose e movimentacdo de vesiculas. Schlicht et al.
(2006) propuseram que endossomos e a reciclagem de vesiculas seriam parte
essencial do transporte polar de auxina, pois a exportacdo deste hormdnio teria
natureza secretéria parecida com a de um neurotransmissor. Assim o Al**,
provavelmente, inibe o fluxo de AIA por meio do distirbio da homeostase da
membrana plasmatica e da modificacdo do arranjo dos microfilamentos de actina e
outros componentes do citoesqueleto. Dessa forma, a movimentacdo dos
endossomos contendo transportadores de AIA é entdo impedida. O NO contudo,

reverteria o efeito do Al

sobre fluxo de AIA ao restaurar a movimentacdo de
vesiculas e a atividade normal do citoesqueleto, principalmente nas células da zona

de alongamento radicular.

6. Conclusao

Evidéncias na literatura sugerem que o NO contribui para a resposta de
plantas ao estresse por AI** e que este cation afeta negativamente o fluxo de AIA em
raizes. Os resultados aqui apresentados ndo somente confirmam essa observacao
como também demonstram que NOg3 e L-arg, reconhecidos substratos para a
sintese de NO em células vegetais, em conjunto com GSNO, um liberador de NO,

I** no estresse oxidativo e no fluxo de AIA em raizes de T.

reverteram os efeitos do A
aestivum com tolerancia diferencial ao Al. Adicionalmente aos estudos
farmacoldgicos descritos nesta dissertacéo, foi possivel mostrar que os niveis basais
de NO em raizes de plantulas sensiveis (Anahuac) ao Al sdo mais baixos que
agueles encontrados no cultivar tolerante (BH1146) e que, o aumento de NO apos

estresse por Al é mais evidente no cultivar BH1146. Este estudo contribuiu para
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expandir o conhecimento das vias de sinalizacdo por NO, ativadas mais
eficientemente em um cultivar de T. aestivum tolerante, em resposta ao estresse por
APP*. Em geral, o NO produzido por raizes do cultivar tolerante, mediante estresse
por AI**, impediu a translocacédo deste cation para as células do cilindro vascular,
estimulou a atividade das enzimas SOD, CAT e APX, diminuiu a ocorréncia de

peroxidacao lipidica e restaurou o fluxo de AlA.
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