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RESUMO

O sintoma marcante da toxidez por aluminio (A**) em plantas é a
inibicdo do crescimento radicular. Diversos estudos apontam o apice radicular
como sitio primério da resposta a sensibilidade ou da tolerancia ao Al. Isso
ocorre devido a conhecida acdo dos mecanismos de exclusao ou de resisténcia,
que operam externamente as estrias de Caspary na endoderme. A acéo
conjunta dos processos fisiol6gicos e bioquimicos, associados a barreira fisica
imposta pela endoderme, impede o deslocamento do Al para o cilindro central e
sua translocacao para a parte aérea. Avaliacdes dos efeitos tdéxicos do Al na
parte aérea, sobretudo na em relagéo a ultraestrutura, apresentam somente os

efeitos indiretos provocados pelo AI**

na parte aérea. Este trabalho teve como
proposta estabelecer um modelo para o estudo do deslocamento do AI** para a
parte aérea. Para o estabelecimento do modelo foram removidos os apices
radiculares e, posteriormente, parte das raizes de plantas de arroz. A
funcionalidade do modelo foi testada a partir do efeito do AI** nas folhas de
duas cultivares de arroz com tolerancia diferencial ao Al, que tiveram ou néo
parte das raizes removidas. A quantificacdo de Al na parte aérea das duas
cultivares utilizadas demonstrou o0 sucesso do modelo. As analises
fotossintéticas apresentaram maior fotoinibicdo nas sensiveis tratadas com Al
em relagcdo as tolerantes. Na microscopia de luz ndo foi observada a producéo
de tiloses nos elementos de vaso. Nessas andlises, foram visualizadas
alteracdes no mesofilo caracteristicos de necrose e ambas as cultivares
tratadas com Al. Analises ultraestruturais demonstraram alteracdes a estrutura
dos cloroplastos e das mitocondrias, assim como processo de interacdo entre
tais organelas. O oxido nitrico (NO) esta diretamente envolvido na resposta ao
estresse por Al. Para verificar seu possivel efeito na parte aérea e a provavel
reversao do estresse foram avaliados os efeitos dessa molécula no aparato
fotossintético. Os resultados revelaram diferencas na taxa de transporte de
elétrons para o fotossistema Il (PSIl) e, na eficiéncia fotossintética, mostrando
que a cultivar sensivel responde melhor a presenca de NO em plantas sob

estresse por Al em relacdo a cultivar tolerante. Dessa maneira, o fornecimento
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de NO, através de doador de 6xido nitrico S-nitrosoglutationa GSNO, foi capaz

de reverter alguns sintomas de toxidez nas plantas sensiveis

permitindo a recuperacédo parcial da atividade fotossintética das mesmas.

Palavras-chave: raiz, 6xido nitrico, estresse abiotico, ultraestrutura, fotossintese.
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ABSTRACT

Inhibition of radicular growing is the remarkable symptom of aluminum
(AI*") toxicity in plants. Several studies point out the root tip as the primary site
of tolerance or sensitivity to Al. This occurs due to known mechanisms of
exclusion or resistance, which operate outside of Casparian strips in endoderm.
The conjunct action of physiological and biochemical processes associated to
the physical barrier imposed by endoderm prevents the uptake of Al to the
central cylinder and its translocation to the shoots. Evaluations of toxic effects
caused by Al on the shoots, particularly in relation to the ultrastructure, only

I** in the leaves. This work

demonstrate the indirect effects caused by A
proposed establish a model for studying the translocation of A** to the shoot,
from the removal of root apex as well as part of the roots of rice plants and the
subsequent effect of this metal in leaves of plants with different tolerance to Al.
To create this model, we used two rice cultivars with different tolerance to Al.
Intact plants or plants that had part of its roots removed were used. The
quantification of Al in shoots of both cultivars showed the success of the model.
The photosynthetic analysis showed higher photoinhibition in sensitive treated
with Al in relation to the tolerant. In light microscopy there was no tyloses
production in vessel elements. In these tests, changes were seen in the
mesophyll like necrosis in both cultivars treated with Al. Ultrastructural analysis
showed changes in structure of chloroplasts and mitochondria, as well as a
process of interaction between these organelles. Nitric oxide (NO) is directly
involved in the Al stress response. In order to verify its possible effect on the
shoot and the likely reversal of stress, the impact of this molecule for the
photosynthetic apparatus was evaluated. The results revealed differences in the
rate of electron transport to photosystem Il (PSIll), as well as in the
photosynthetic efficiency. This result demonstrates that the sensitive cultivar
responds better than the tolerant one to NO presence in plants under Al stress.

Therefore, NO supplied by nitric oxide-donor S-nitrosoglutathione (GSNO) was
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able to reverse some toxicity symptoms in Al-sensitive plants allowing them to
maintain partially photosynthetic activity.

Key-works: root, nitric oxide, abiotic stress, ultrastructure, photosynthesis.
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INTRODUCAO GERAL

O aluminio (Al) € o metal mais abundante do planeta e o terceiro
elemento mais comum na crosta terrestre (Jansen et al., 2002). A toxidez por
este metal € um dos fatores que mais limitam o crescimento vegetal em solos
com pH &cido (pH < 5,5) e estes solos correspondem a cerca de 30% das
areas cultivaveis no mundo (Uexkill e Mutert, 1995).

Ha diversos relatos da toxidez imposta pelo Al em diversos organismos
vivos (Jansen et al.,, 2002). Geralmente, as formas de ocorréncia do Al sdo
estaveis e nao toxicas, tais como Al,SiOs, Al(OH)3;, AIPO,4, e complexos Al-
componentes organicos (Jansen et al., 2002). Entretanto, em algumas
condicdes este elemento pode se tornar solUvel, por exemplo, quando o
ambiente se torna acidificado, formando cations trivalentes responsaveis por se
ligar a alguns nutrientes no solo, ocasionando os diferentes sintomas que
levam a toxidez pelo aluminio nas plantas tipicas do Brasil (Jansen et al., 2002).

O principal sintoma da toxidez do Al nas plantas € a rapida inibicdo do
crescimento radicular, causado por diversos mecanismos de resposta, tais

como, interacdes do Al**

a parede celular e membrana plasmatica, lesées no
apoplasto, producéao de calose, entre outros (Godbold et al., 1995; Sivaguru e
Horst, 1998; Yamamoto et al., 2001; Bhuja et al., 2004, Ma et al., 2004). Em
estudos que tratam da toxidez por Al em arroz, a maior inibicdo do crescimento
radicular ocorre em cultivares sensiveis ao Al e esses sintomas séo relatados
em diversos trabalhos (Ramos, 1999; Vasconcelos et al.,, 2002 a, b; Alvim,
2006).

Os estudos que abordam o estresse causado pelo Al no sistema
radicular de plantas sdo bem representativos, entretanto, os mecanismos de
sensibilidade ou de tolerancia em plantas estdo longe de serem completamente
esclarecidos. Além disso, estudos relativos ao efeito direto e indireto do
aluminio na parte aérea ainda sao bastante incipientes. Os primeiros estudos e
que indicam alteracdes na parte aérea de plantas cultivadas foram realizados
por Moustakas et al.,, (1996), apresentando alteracbes fisioldgicas e

ultraestruturais causadas pelo efeito indireto de Al na parte aérea. Desde entédo
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alguns grupos de pesquisa comecaram a atuar na mesma linha, no sentido de
buscar um maior entendimento sobre o efeito do Al na parte aérea de plantas,
atraves de analises ultraestruturais, estudos moleculares e analises fisiologicas
(Moustakas et al. 1997; Ma et al., 2000; Peixoto et al., 2002; Silva et al., 2010;
Li e Xing, 2011). No entanto, ainda hd muito a se investigar sobre o impacto
deste metal na parte aérea das plantas.

Em solos calcarios, a disponibilidade de Al fitotoxico diminui
consideravelmente, a ponto de n&o interferir no crescimento e desenvolvimento
da maioria das plantas cultivaveis. No entanto, no cerrado brasileiro encontram-
se diversas plantas tolerantes e hiperacumuladoras de Al. Trabalho recente
relata a necessidade apresentada por Qualea cordata em relagcéo a esse metal
para seu crescimento e desenvolvimento (Alvim, 2010), mesmo em solos
acidos, contrariando a idéia, até entdo apresentada pela maioria dos autores,
que o considerava sempre prejudicial. Haridasan (2008) constatou em seus
estudos que plantas do cerrado, adaptadas a solos acidos e ricos em Al,
apresentaram inibicdo no crescimento e desenvolvimento, com consequente
degradacdo de clorofila, quando essas foram cultivadas em solos calcarios.
Dessa maneira, a chamada tolerancia das plantas hiperacumuladoras ao Al
nao se restringe ao sistema radicular, podendo ser observado também na parte
aérea (de Andrade et al., 2011).

O oxido nitrico (NO), atualmente, tem sido considerado um regulador do
crescimento vegetal, diretamente ligado a diversos tipos de estresses abioticos
(Qian et al., 2009, Farooq et al., 2009). Hsu e Kao (2004) relataram em seus
estudos reducédo da toxicidade do cadmio em folhas de arroz na presenca de
NO. Recentemente, Marciano et al. (2010) relatara a importancia do NO na
germinacdo de sementes e no crescimento radicular em presenca de Al
(Marciano et al., 2010). Assim, essa molécula pode também ser requerida para
a resposta a toxidez por Al na parte aérea, contribuindo assim para a reversao
do estresse ocasionado pelo Al em plantas tolerantes e sensiveis a esse metal.

Atualmente o Brasil esta entre os 10 maiores produtores de arroz no
mundo, sendo superado somente pelos paises do oriente médio. A producéo

anual de arroz no Brasil gira em torno de 12 milhées de toneladas (FAO, 2010),
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sendo que somente a Asia no ano de 2010 teve uma producdo de arroz
equivalente a 643 milhdes de toneladas do grdo. O arroz no Brasil é cultivado
em dois tipos de ecossistemas, varzeas e terras altas. O sistema de terras altas
ocupa grande parte do cerrado brasileiro, cujo solo é acido e com elevado
conteudo de aluminio em sua forma toxica (Embrapa Arroz e Feijao, 2007).
Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver um
modelo experimental que permitisse o transporte de aluminio para a parte
aérea. Tal modelo foi construido com base e duas cultivares de arroz com
tolerancia diferencial ao Al que tiveram parte de suas raizes removidas

mecanicamente para permitir a translocacdo de AIF*

para a parte aérea.
Respostas de sensibilidade ou de tolerancia ao Al na parte aérea foram
testadas para validar o modelo experimental. Para verificar os efeitos diretos do
metal na parte aérea, foram realizadas quantificacbes de Al nas folhas.
Posteriormente, foram realizadas analises morfologicas, anatbmicas,
ultraestruturais e fotossintéticas. Além disso, foram verificados os efeitos do NO
sobre o aparato fotossintético em folhas submetidas ao estresse por Al a fim de

investigar os efeitos desse regulador de crescimento sobre tal estresse abiotico.
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REFERENCIAL TEORICO

O aluminio (Al) € o mais abundante metal encontrado na crosta terrestre
(Jansen et al., 2002) e se encontra disponivel em solos acidos (pH < 5.3), no
qual forma espécies quimicas que afetam negativamente o desenvolvimento
radicular, assim como o cultivo de plantas (Pietraszewska, 2001). A
citotoxidade do Al leva a inibicdo da divisdo celular, ao desbalanco nutricional e
hidrico, assim como diversos outros fatores prejudiciais a estrutura e
crescimento vegetal (Godbold et al.,, 1995; Sivaguru e Horst, 1998; Yamamoto
et al., 2001; Bhuja et al., 2004; Ma et al., 2004). A maioria dos estudos
realizados com a presenca de aluminio e a sua relacdo com as plantas séo
focados no sistema radicular, sendo este o primeiro sitio de inibicdo de
transporte do Al para a parte aérea.

Vasconcelos et al.,, (2002a) demonstraram em arroz que a diferenca
entre plantas sensiveis e tolerantes ao Al, esta diretamente ligada ao
crescimento radicular, sendo as sensiveis capazes de crescer somente em
ambientes onde o Al ndo é fitotoxico e as tolerantes, também chamadas
resistentes, capazes de se desenvolver também em elevadas concentracoes
de Al. Questdo fundamental € que algumas espécies ou mesmo cultivares
apresentam taxas de crescimento superiores em elevadas concentracdes de
aluminio, as quais seriam toxicas para a maioria dos organismos (Jansen et al.,
2002). Essa tolerancia diferencial, em gendtipos de trigo, foi associada com a
capacidade das raizes das plantas de controlarem a absorcdo de Al e a
particdo de nutrientes em outros tecidos (Silva et al., 2010). Genes que
codificam proteinas relacionadas a tolerancia ao Al sdo conhecidamente
expressos no apice radicular, contribuindo para a resposta efetiva desse 6rgéo
em condicbes de estresses abidticos (Ryan et al., 1993; Sivaguru e Horst,
1998). Estudos realizados com plantas de milho (Zea mays) revelaram que a
regido distal da zona de transicdo do &pice radicular apresenta-se mais
sensivel ao Al que as demais regides radiculares (Sivaguru e Horst, 1998).
Além disso, a endoderme funciona como uma barreira fisica que bloqueia a

entrada de Al, promovendo o acumulo desse metal nas células do cortex
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radicular (Hodson e Wilkins, 1991) ou na epiderme radicular (Delhaize et al.,
1993a). Em conjunto, esses fatores criam uma barreira que evita a
translocacdo do Al das raizes para as folhas através do cilindro central (Silva et
al.,, 2010). Assim, a remocdo do apice radicular poderia permitir o livre
transporte de aluminio para a parte aérea, ja que a barreira fisica que bloqueia
esse transporte seria retirada, expondo assim, o cilindro central para a entrada
do metal.

De acordo com Sivaguru e Horst (1998), a parte distal da zona de
transicdo da raiz (1-2 mm) acumula maior quantidade de aluminio em relacéo
as demais regides. O acumulo de aluminio no apice radicular de trigo foi
considerado como indicativo de sensibilidade ao aluminio (Samuels et al.,
1997). Assim, a tolerdncia ao aluminio aparentemente esta relacionada a
capacidade das plantas de proteger esta regido da raiz ao elemento, seja pela
producéo de acidos organicos, tal como malato no trigo (Delhaize et al., 1993b;
Ryan et al., 1995) e citrato no milho (Pellet et al.,, 1995). Estes autores
demonstraram que esta regido do 4pice da raiz € o sitio mais importante de
excrecdo de acidos organicos.

O alongamento radicular € um processo complexo que envolve a divisao
e a expansdo celular. Entretanto, a divisdo celular per se ndao promove o
crescimento da raiz (Beemster e Baskin, 1998). O efeito toxico do aluminio
sobre a expansédo celular na raiz estd bem estabelecido em diversos estudos
(Ryan et al., 1993; Delhaize et al., 1993a; Samuels et al., 1997; Sivaguru et al.,
1998; Vasconcelos et al.,, 2002 a, b; Ma et al., 2004; Doncheva et al., 2005;
Hossain et al., 2006) e ndo ha davidas de que o primeiro evento causado pelo
Al toxico € a inibicdo do alongamento radicular. No entanto, ndo se sabe ao
certo quais mecanismos bioquimicos e fisiolégicos sdo ativados para levar a
estes efeitos. De acordo com Doncheva et al. (2005), a auxina parece ter
importante papel nos efeitos de inibicdo da divisédo celular na presenca do Al.
Entretanto, interagdes com outros reguladores de crescimento, tais como o
oxido nitrico, também podem estar envolvidos nestes eventos.

Estudos recentes tém demonstrado que plantas de cerrado adaptadas a

solos acidos e ricos em Al conseguem incorporar e translocar esse metal para
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a parte aérea sem prejudicar seu crescimento e desenvolvimento (Haridasan,
2008). Alvim (2010) mostrou em seus estudos que o Al desempenha papel
benéfico no metabolismo de Qualea cordata, planta de cerrado acumuladora
desse metal. Isso leva a crer que os mecanismos de tolerancia podem estar
relacionados também com a parte aérea de plantas tolerantes e/ou
acumuladoras.

Em diversos estudos, foi relatado que o aluminio se liga a varios
componentes da parede celular (Zhang e Taylor, 1990; Delhaize et al., 1993a)
e esta ligagcdo tem importante papel na inibicdo do alongamento radicular
(Zheng e Yang, 2005). Porém, de acordo com Hossain et al. (2006) esta
inibicdo do crescimento da raiz ndo esta diretamente ligado a producédo
priméria de celulose j& que o tratamento com aluminio em plantas de trigo
sensiveis e tolerantes nao influenciou no conteldo desta molécula nos apices
radiculares. Doncheva et al. (2005) observaram em linhagem de milho
resistentes ao Al, menor coloracdo de hematoxilina quando tratada com Al em
relacdo a linhagem sensivel, mostrando que a maior exclusdo do Al pelas
raizes da planta tem importante papel na resisténcia ao metal. Porém, as
interacOes precisas do aluminio com a parede celular e outras estruturas da
raiz precisam ser exploradas de maneira mais complexa para o entendimento
dos processos que levam a tolerancia das plantas ao Al.

Os mecanismos radiculares utilizados pelas plantas para bloquear a
entrada de Al nas células incluem ainda a complexacdo de Al com acidos
organicos exudados na rizosfera ou com componentes da parede celular, a
precipitacdo de Al extra e intracelular, assim como sua compartimentalizagcéo
(Ryan et al., 1993, Sivaguru e Horst, 1998, Silva et al., 2010). Essas respostas
estdo bem caracterizadas no sistema radicular das plantas (Kochian et al.,
2002). Em geral, plantas cultivadas sdo capazes de prevenir o acumulo de
aluminio nas folhas devido a eficiéncia dos mecanismos acima citados. No
entanto, por outro lado as plantas nativas de solos ricos em Al, que apresentam
elevados niveis de compostos complexados a este elemento em suas folhas
(Kochian et al., 2002, Jansen et al., 2002). O sistema radicular em bloquear a

entrada de Al ou a saturac@o de Al no solo é alta o suficiente para superar 0s
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mecanismos de exclusdo. Os tilos sdo semelhantes a tumores formados por
células parenquimaticas que podem se desenvolver atraves de pontuacdes das
células traqueais, ligando células do parénquima aos elementos traqueais do
xilema e que podem obstruir por completo o vaso. Esse tipo de formacao
celular pode levar a obstrucdo dos elementos traqueais para impedir a entrada
de patdgenos e a translocacao de substancias indesejadas para a parte aérea
da planta (Bergamin et al., 1995; Souza e Maringone, 2008; Carneiro e Cruz,
2009). Assim, estudos relativos a formacdo de tilose nas raizes de arroz
cortadas para permitir o transporte de Al para a parte aérea séo relevantes no
presente estudo.

Analises estruturais utilizando a microscopia de luz e analises
ultraestruturais através da microscopia eletrbnica sao importantes ferramentas
para verificar alteragcbes morfoanatdmicas e ultrestruturais provocadas por
compostos exogenos. Dessa maneira, alguns estudos tém buscado tais
meétodos para avaliar o estresse ocasionado pelo Al em vegetais. A toxidez por
aluminio ocasiona disturbios no Complexo de Golgi e em sua fungéo secretora
e diminuicdo na producgéo de grdos de amido em células meristeméticas e dos
apices radiculares em Triticum aestivum L. (Delima e Copeland, 1994). Nas
raizes de Zea mays L., Bennet et al. (1985), descreveram um aumento das
células da epiderme e do cortex e visualizaram também distor¢cées da parede
celular. Clune e Copeland (1999) verificaram por microscopia eletrbnica de
transmissao alteracdes na estrutura do apice radicular de canola, quando as
raizes foram colocadas em solucdo com Al. Li e Xing (2011) observaram
alteracOes ultraestruturais em protoplastos e mitocondrias do mesofilo foliar de
Arabidopsis relacionadas a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
morte celular programada, eventos induzidos pela presenca do Al. Assim,
analises ultraestruturais de folhas de arroz se permitirdo verificar os efeitos da
fitotoxidade de Al nas organelas presentes em células foliares desta espécie.

Baseado no fato da endoderme constituir uma barreira fisica, que limita
a entrada de Al nas raizes (Hodson e Wilkins, 1991), evitando a translocacéo
desse elemento para a parte aérea, Nn0SSO grupo investigou a remocgao do

apice radicular como um modelo plausivel para facilitar a ascenséo do Al para

21



as folhas. Isso nos possibilitou o acesso as alteracdes causadas pelo A** nas
células do mesofilo foliar, permitindo a visualizacdo de efeitos distintos em
plantas com tolerancia diferencial ao Al.

Esforgcos para mostrar os efeitos indiretos do Al na parte aérea de
plantas foram demonstrados por Moustakas et al., (1996 e 1997), Peixoto et al.,
(2002) e Silva et al., (2010). Efeitos danosos no aparato fotossintético, tais
como a fotoinibicdo, foram observados em plantas de Thinopyrum
bessarabicum (Savul. e Rayss) e em Sorghum bicolor L., crescendo em meio

de cultivo com A"

. A presenca de Al na solugdo na qual as raizes dessas
plantas foram imersas interferiram na performance fotossintética e induziu
alteracdes ultraestruturais nos cloroplastos que levaram a modificacbes na
assimilacdo de carbono (Moustakas et al., 1996, 1997; Pereira et al., 2000;
Peixoto et al., 2002; Chen et al., 2005a, 2005b). Porém, tais estudos ainda
devem ser explorados a ponto de permitir maior entendimento sobre o efeito do
Al na parte aérea.

Medidas de fluorescéncia de clorofila sédo ferramentas eficientes para
monitorar os efeitos de diversos estresses no aparato fotossintético. A
eficiéncia pela qual a luz é absorvida pelo centro de reacédo do fotossistema Il
(PSIl), promovendo o transporte de elétrons pode ser analisado utilizando
técnicas para verificar a fluorescéncia da clorofila (Genty et al., 1989). O PSII é
bastante sensivel e facilmente danificado por estresse bidticos e abioticos
(Krause e Weis, 1991; Ball et al., 1994; Lemos-Filho, 2000; Maxwell e Johnson,
2000), dentre eles, elevadas temperaturas, excesso de luz, excesso ou
auséncia de determinados nutrientes e estresse hidrico. Altera¢cdes no PSII
levam & fotoinibicdo. E tais fenbmenos sdo observados e estdo diretamente
relacionados ao estresse bidtico e abiotico em plantas (Ball et al., 1994).

Na fotoinibicdo, verifica-se diminuicdo no rendimento quantico da
fotossintese, detectadas a partir de alteragbes na emissdo de fluorescéncia
(Barber e Anderson, 1992). A clorofila é um pigmento complexado com
proteinas imersas nas membranas dos tilacoides, cuja energia de excitacdo é
direcionada para os centros de reacdo e posteriormente convertidas em

energia quimica (ATP e NADPH) que é requerida para a reducdo do carbono
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no ciclo de Calvin (Taiz e Zaiger, 2004). A luz absorvida pelas moléculas da
clorofila, a principio, deveria ser utilizada para o processo fotossintético, no
entanto, parte dessa luz é dissipada como calor ou reemitida como
fluorescéncia (Krause e Weis, 1991). Como esses processos ocorrem
mutuamente, modificacdes na dissipag¢do de calor e na eficiéncia fotoquimica
podem ser mensuradas pela fluorescéncia da clorofila (Maxwell e Johnson,
2000). Dessa maneira, alteracbes da fluorescéncia refletem as condi¢cdes do
PSIl (Genty et al., 1989; Krause e Weis, 1991; Ball et al., 1994). A taxa de
variacdo da fluorescéncia maxima da clorofila (Fv/Fm), que representa o
rendimento quantico potencial do PSII, € mensurado pela eficiéncia maxima da
energia de excitacdo capturada quando o centro de reacdo do PSII esta ativo.
Os valores de 0,8 — 0,83 s&o caracteristicos para plantas C3 sem condi¢6es de
estresse e adaptadas previamente ao escuro (Krause e Weis, 1991; Ball et al.,
1994).

O oxido nitrico (NO) é uma espécie reativa de oxigénio que desempenha
um papel critico nas plantas sob condi¢cdes de estresse abiotico (Neill et al.,
2008). Isso foi demonstrado com o pré-tratamento de raizes de Cassia tora L.
com um doador de NO, cuja presenca reduziu o acumulo de Al nos apices
radiculares (Wang e Yang, 2005). Hsu e Kao (2004) observaram que a
senescéncia de folhas de arroz causada pelo acido abscisico, induzido pela
presenca de H,0O, e pela peroxidacdo de lipidios foi revertido pela presenca de
um doador de NO. Apos o tratamento com herbicidas, a sintese de clorofila, a
atividade de enzimas antioxidantes e a expressao de genes ligados ao estresse
oxidativo em algas verdes apresentaram resultados de reversao e melhora do
estresse quando as algas foram submetidas ao tratamento concomitante com
NO (Qian et al., 2009). Farooq et al., (2009) observaram que plantas de arroz,
submetidas a estresse hidrico, reverteram positivamente suas condi¢des de
desenvolvimento quando receberam asperséo foliar de doador de NO e quando
as sementes foram imersas em solugdo contendo NO. Além disso,
recentemente, foi demonstrado que a germinacdo de sementes e o0
crescimento inicial de raizes de arroz necessitam de NO quando essas se

encontram sob estresse por Al (Marciano et al., 2010).
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Como radical livre que se difunde facilmente, o NO reage com
componentes intra e extracelulares, podendo ativar e inibir enzimas, regular
fatores de transcricdo e canais transportadores de ions, interferindo em
processos de desenvolvimento e condi¢cbes de estresse bidtico e abiotico (Neill
et al., 2002; Wendehenne et al., 2004; Lindermayr et al., 2005; Neill et al.,
2008).

O presente estudo buscou a elaboracdo de um modelo que
proporcionasse a translocagdo de Al para a parte aérea de duas cultivares de
arroz com tolerancia diferencial ao Al. Para validar tal modelo, foi realizada a
quantificacdo do conteudo de Al na parte aérea de ambas as cultivares. Em
seguida, foram avaliadas as alteracbes morfologicas, citotoxicas, e
ultraestruturais, como o intuito de verificar alteragdes na estrutura foliar
provocadas pela presenca desse metal. No intuito de verificar os efeitos diretos
do Al no aparato fotossintético de plantas jovens de arroz, foram avaliados os
rendimentos quanticos potencial, efetivo e o0 conteddo de pigmentos
cloroplastidicos. Para verificar se o papel do NO e se a sua presenca poderia
reverter a toxicidade provocada por esse metal nas folhas foram avaliados
parametros fotossintéticos das cultivares submetidas ao estresse por Al. Dessa
forma, foi avaliada a tolerancia diferencial ao Al em duas cultivares de arroz

sob tratamento com doador de NO.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e inducéo do estresse por aluminio

Sementes de arroz (Oryza sativa L.) das cultivares Comum Branco
(tolerante ao aluminio) e IAC 1289 (sensivel ao aluminio) (Vasconcelos et al.,
2002a) foram desinfestadas superficialmente com hipoclorito de sddio (0,5%)
por 10 min. As sementes foram lavadas 10 vezes com &agua destilada e
deionizada e germinadas em camara de germinagdo a 30°C em fotoperiodo de
12h por 72h. Sementes uniformemente germinadas foram transferidas para
tubos de ensaio (100 mL), crescidas durante 21 dias, para que as folhas se
tornassem fotossinteticamente ativas, sob 200 pmol m? s de luz, a 16 h de
fotoperiodo em condi¢cbes de hidroponia, em solugdo nutritiva descrita por
Furlani e Furlani (1988) (Tabela 1). ApGs 21 dias de crescimento, as raizes das
plantulas foram lavadas com &agua destilada e deionizada e colocadas na
solucdo de tratamento para inducdo do estresse por Al. As plantulas usadas
como controle foram cultivadas em solugdo de 200 yM CacCl,, pH 4,0 e os
tratamentos com Al foram cultivados em solugcéo contendo 200 uM CacCl,, pH
4,0 com concentracdes de 160 uM e 500 uM de AICI3, as quais disponibilizam

no meio AP

livre. Tais doses foram previamente testadas para o teste de
toxicidade. De metade das plantas foram retirados 1 cm da extremidade das
raizes com lamina de bisturi, imersas em &gua destilada e deionizada para
evitar cavitacdo no cilindro central. Esse procedimento foi realizado a cada 24
horas durante 5 dias de incubacdo em meio de cultivo, uma vez que esse
periodo permitiu a distincdo visual entre a cultivar tolerante e a sensivel. A
outra metade das plantas permaneceu com as raizes intactas durante os 5 dias
de tratamento. Apds o periodo de incubacéo, as plantas foram coletadas para
as posteriores analises. Os experimentos foram realizados com um total de dez

replicatas para cada tratamento.
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Tabela 1 Composicdo da solugcdo nutritiva para cultivo e crescimento de
plantulas de arroz Al-sensivel e Al-tolerante, durante o periodo de 21 dias
para posterior inducdo de estresse por Al.

Solucéo Componente g/L estoque  mL/L solucdo
1 Nitrato de Calcio (4H,0) 270,0 1,2
Nitrato de Amonio 33,8
2 Cloreto de potéassio 52,8 0,9

Sulfato de potassio 44,0
Nitrato de potassio 24,6
3 Nitrato de Magneésio (6H,0) 142,6 0,6
4 Fosfato de Potassio 17,6 01
5 Sulfato ferroso (7H,0) 24,1 0,3
Na EDTA 25,1
6 Cloreto de Manganés (4H,0) 2,34 0,3
Acido borico 2,04
Sulfato de Zinco (7H,0) 0,88
Sulfato de Cobre (5H,0) 0,2
Molibidato de Sdodio (2H,0) 0,26

Fonte: Furlani e Furlani (1988)
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Microscopia de luz

A microscopia de luz foi utilizada com o intuito de verificar a presenca de
tilos nos elementos traqueais das raizes de plantas tolerantes e sensiveis de

arroz, que possivelmente poderia impedir a translocacdo de AI**

da solucgao
para a parte aérea. Aléem disso, a técnica foi utilizada para verificar alteracdes
na anatomia foliar de plantas jovens de arroz sensiveis e tolerantes tratadas

com diferentes concentracdes de AI**

(0 - 500 uyM). Para as analises foram
cultivadas 10 repeticbes para cada tratamento. Apds o cultivo de 21 dias em
solucéo nutritiva (Furlani e Furlani, 1988), raizes intactas de plantas de arroz
Al-sensivel e Al-tolerante foram coletadas, no tempo 0 a 1cm do apice radicular
como controle e raizes cortadas a 1 cm do 4pice apds 24h e 48hs em solucéo
de CaCl, (200 uM) foram coletadas para verificar a formacédo de tilos e
determinar a posicdo de cortes que permitiiam expor o cilindro central a
solucdo com Al. Amostras de raizes e folhas foram fixadas em mistura de
Karnovsky (Karnovsky, 1965) por 24 horas, desidratadas em série etilica e
incluidas em resina hidroxi-etil-metacrilato (Leica). Cortes transversais e
longitudinais (5um) foram obtidos em micrétomo e corados com Azul de

Toluidina 0,05%, pH 4,3 (O'Brien et al., 1964).

Quantificacao de aluminio em folhas de plantulas de arroz

Amostras de folhas, submetidas as diferentes concentracfes de Al (0 —
500 uM AI**) e sementes das cultivares em estudo foram secadas & 60°C por
72h em estufa com circulagéo forcada de ar até atingirem massa constante. As
amostras (em torno de 80 - 300 mg) foram trituradas e transferidas para tubos
de polytetrafluoroethileno (TFM) e em seguida foram adicionados 5,0 mL de
HNOs3, 2,0 mL de agua deionizada e 1,0 mL de 30% H,0O, (v/v). Os tubos foram
colocados em forno microondas (Ethos 1, Milestone, Sorisole, Italy) e as
amostras foram submetidas ao seguinte programa de aquecimento: 12 min a P
=400 W e T =150°C; 3 mina P =800W e T =180°C; e 30 min de ventilacéo.

Apos o resfriamento das amostras, o volume foi ajustado para 14 mL com agua
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desionizada. A concentracdo de Al em todas as amostras foi determinada por
espectrometria de absorcdo atdbmica com chama. Foram utilizadas nove

amostras para cada tratamento.

Microscopia eletronica

Para microscopia eletrbnica de transmisséo, as amostras foliares foram
fixadas em mistura de Karnovsky (Karnovsky, 1965) por 24 horas, pés-fixadas
em tetroxido de 6smio (1%, tampdo fosfato 0,1M, pH 7,2) e processadas
segundo métodos usuais (Roland, 1978), utilizando resina de araldite. As
seccOes ultrafinas (60 — 50 nm) foram contrastadas com acetato de uranila e
citrato de chumbo e examinadas em microscopio eletrénico de transmisséo
Tecnai-G12 Spirit (Fei Company) a 80kV. Essa metodologia foi utilizada com o
intuito de verificar alteracGes ultraestruturais no mesofilo de plantulas de arroz
Al-sensivel e Al-tolerante tratadas com diferentes concentracdes de A" (0 -
500 pM).

Determinacdo do conteudo de pigmentos cloroplastidicos

Em cada tratamento, com nove plantulas, foram retirados nove discos
foliares (@ = 0.5 cm) da regido mediana do limbo foliar da primeira folha
expandida, sendo cada disco retirado de uma plantula da repeticéo, totalizando
nove repeticbes para cada tratamento. Em seguida, os discos foliares foram
macerados em almofariz com o auxilio de um pistilo. Os pigmentos foram
extraidos com solugéo aquosa de 80% acetona (v/v; 10 mL). O homogeneizado
foi centrifugado a 2500 rpm por 5 min e o sobrenadante coletado para
determinacdo do contetudo de carotendides (470 nm), clorofila a (646 nm) e
clorofila b (663 nm) de acordo com o procedimento proposto por Lichtenthaler
(1987).

Medidas da fluorescéncia da clorofila a
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As medidas da fluorescéncia da clorofila a foram avaliadas em cada
tratamento apds 21 dias de crescimento e 5 dias de incubagdo com e sem Al.
As medicOes foram realizadas na regido mediana da primeira folha expandida e,
portanto, fotossinteticamente ativa. Os valores do rendimento quéntico
potencial do fotossistema Il (Fv/Fm) foram determinados em cada uma das 10
repeticbes de cada tratamento, em folhas previamente adaptadas ao escuro
por 30 min, utilizando um medidor de fluorescéncia modulada (Mini-PAM, H.
Walz, Effeltrich, Germany). A eficiéncia fotossintética foi determinada conforme
Genty et al., (1989) através da formula AF / Fm = (Fm - F) / Fm, onde F é a
fluorescéncia da clorofila na amostra adaptada a luz e FFm a méxima

fluorescéncia da amostra adaptada a luz, com o pulso saturante.
Eficiéncia fotossintética na presenca de NO

Plantulas de arroz, com parte das raizes removidas foram tratadas com
diferentes concentracées de Al** (0-500 uM) durante 5 dias. Nesse periodo, 10
plantas de cada tratamento foram submetidas ao tratamento com um doador de
NO. Para isso, foi borrifada, nas folhas, uma solucdo de S-nitrosoglutationa
(GSNO) a 150 uyM a cada 24 h, a partir do inicio do tratamento com APF*. O
tratamento com GSNO foi realizado no comeco da noite para evitar a
fotodecomposicao dessa substancia. As plantas controles foram borrifadas com
H.O deionizada, no mesmo momento que as demais plantas foram tratadas
com o doador de NO.

O rendimento quantico potencial do fotossistema Il (PSIl) (Fv/Fm) e a
eficiéncia fotossintética foi calculada usando a formula AF/Fm = (Fm — F) /
F'm, onde F é a quantidade da fluorescéncia emitida pela folha adaptada a luz
e F'm, a maxima fluorescéncia emitida pela folha adaptada a luz com um pulso
de saturacdo de luz (duracdo de ~4000 pmol m™ s™*, 800 ms) (Genty et al.,
1989). As medidas foram tiradas da porcao central da primeira folha expandida
de cada repeticdo dos respectivos tratamentos apos os 5 dias de tratamento,
usando um aparelho de analise da fluorescéncia (Mini-PAM, H. Walz, Effeltrich,

Germany).
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RESULTADOS

Efeito citotdxico do aluminio

O estresse por aluminio induziu efeitos de citotoxicidade em folhas de
plantas com parte das raizes retiradas e também em plantas intactas em
diferentes extensdes. Os efeitos citotoxicos em plantas intactas sensiveis ao Al
levaram ao enrolamento e amarelamento das folhas a partir do tratamento com
160 uM de AP**, sendo agravado no tratamento com 500 uM de AIP*. Sob o
mesmo tratamento, as plantas tolerantes intactas mantiveram suas folhas
verdes e bastante expandidas. Em contraste com esses resultados, plantas
sensiveis que tiveram suas raizes cortadas e tratadas com 500 puM de AP**
apresentaram clorose, acompanhada de manchas escuras e necroticas, além
de pronunciado enrolamento e ressecamento das folhas. Efeito semelhante,
porém com menor grau de intensidade foi observado nas tolerantes que
tiveram parte de suas raizes cortadas (Figura 1). Comparado com as plantas
controle, onde as raizes foram mantidas intactas, leves sintomas de
amarelamento e necrose das folhas foram verificados nos tratamentos com Al**
a 160 uM. Esses resultados sdo compativeis com os resultados obtidos na

analise de pigmentos fotossintéticos posteriormente descritos.
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Figura 1 Efeito do AP* em plantulas de arroz Al-tolerante com raizes
parcialmente removidas (cultivar Comum Branco). A. A esquerda, planta Al-
tolerante sem tratamento com Al (controle) com pigmentagdo verde e com
folhas expandidas. A direita, planta Al-tolerante tratada com 500puM de Al,
apresentando folhas enroladas e escuras, caracteristicas de decomposicdo de
pigmentos fotossintéticos. B. A esquerda, detalhe da folha expandida controle
utilizada nas analises fotossintéticas. A direita, detalhe da folha enrolada e
necrética no tratamento com 500uM de Al.
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Organizacao estrutural

A regido apical das raizes de ambas as cultivares foi avaliada para
determinar a posi¢cdo dos cortes necessérios para expor o cilindro central e,
consequentemente, eliminar a barreira imposta pela endoderme. Por meio
destas analises observou-se que a 1 cm do apice, as raizes apresentaram
endoderme completamente diferenciada (Fig. 2 A). Para excluir a possibilidade
de crescimento de células parenquimaticas no interior dos vasos, ou seja, a
formacéo de tilos, seg¢des transversais e longitudinais foram analisadas. Na
regido proxima ao corte (1 mm) ndo ha formacédo de tilos em ambas as
cultivares (Fig. 2 A-B), mesmo quando decorridas 48 horas do corte. A
organizagdo estrutural das raizes mostrou-se similar para ambas as cultivares,
sobretudo na regido do cilindro central; a cultivar IAC apresenta raizes de
menor diametro e vasos aparentemente de menor calibre, embora estes
parametros nao tenham sido avaliados.

Nas folhas observou-se a ocorréncia de manchas necréticas (5 dias
apos o inicio dos tratamentos), nas concentracdes acima de 160 uM para
ambos os tratamentos, sendo que tais manchas apresentavam-se mais
evidentes nas plantas Al-sensiveis. Seccdes transversais obtidas da regido
mediana da lamina foliar mostram, para ambas as cultivares, ocorréncia de
necrose, sobretudo nos bordos foliares (Figs. 2 D), as quais atingiram maiores
extensdes do limbo na concentracdo de 500 uM de Al. Quando submetidas a
remocado do apice radicular e na presenca de 500 uM de Al, os danos
observados foram mais severos, atingindo os elementos traqueais de ambas as
cultivares. Nesta condicdo, o lume dos elementos traqueais apresentou a
formacéo de precipitado, aparentemente provocando oclusdo dos mesmos (Fig.
2 D).
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Figura 2 A-D. Organizagédo estrutural de raizes e lamina foliar de Oryza sativa

L. Al-tolerante e Al-sensivel. A. Secéo transversal de raiz préximo a superficie
de corte promovido para remoc¢do do apice, decorridas 24 horas do corte; Al-
tolerante (cv Comum Branco). Notar endoderme distinta e o aspecto normal
dos elementos de vaso. B. Secédo transversal de raiz proximo a superficie de
corte promovido para remocdo do apice, decorridas 48 horas do corte; Al-
sensivel (cv IAC). Notar endoderme distinta e o aspecto normal dos elementos
de vaso. C. Detalhe do bordo foliar, em seccao transversal, de plantulas Al-
tolerante, na auséncia de Al. Observar tecidos de aspecto normal e vasos
desobstruidos. D. Detalhe do bordo foliar, em secc¢éo transversal, cv. Al-

3+
I

tolerante, na presenca de 500 uM AI’" e com &pices radiculares removidos.

Observar necrose ampla em todo o bordo. No detalhe é possivel perceber a
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oclusdo de vasos, por formagéo de precipitado. (co - cortex; en - endoderme;

ep - epiderme; fv - feixe vascular; me - mesofilo; va - elementos de vaso).
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Quantificacao de aluminio em folhas de plantulas de arroz

Os tratamentos com aluminio induziram alteracdes morfolégicas nas
folhas, tais como enrolamento e amarelamento inicial, acompanhados de
posterior necrose. Essas andlises sdo evidenciadas a partir das alteracdes
estruturais visualizadas na figura 2. Dessa forma, a avaliacdo do conteudo de
aluminio na parte aérea se faz importante na medida em que permite verificar
se os efeitos causados por esse metal sdo diretos ou indiretos.

A tabela 2 apresenta o resultado da quantificacdo de Al nas folhas. A
concentracdo desse metal nas folhas de plantas tratadas com aluminio e
intactas foram menores que 18,0 e 120,0 ug g* de AI** na massa seca para as
plantas Al-sensivel e Al-tolerante, respectivamente. Nao foi observada
diferenca significativa das folhas de plantas intactas para as plantas controle
em ambos os tratamentos. A concentracdo de AI** nesses grupos foi menor
que 20,0 pg g™ de massa seca. Por outro lado, diferencas significativas foram
observadas quando os apices e parte das raizes foram retirados nos

tratamentos com A

(Tabela 2). A concentracédo de Al nas folhas de plantas
com parte das raizes retiradas, na cultivar sensivel, foi 5,5 vezes maior em 500
UM A" em relacdo as tratadas com 160 pM Al**. As concentracdes de Al nas
folhas de plantas Al-tolerantes foram 3,5 vezes maior a 500 yM AI** que em
plantas tratadas com 160 uM Al**. Plantas que tiveram parte de suas raizes
removidas, independentemente da tolerancia diferencial entre cultivares,
acumularam mais Al nas folhas (até 128 vezes mais) quando comparadas com
as plantas intactas.

A tabela 3 apresenta o resultado da quantificacdo do contetdo de AI**
em sementes de arroz Al-tolerante e Al-sensivel. As cultivares apresentaram
baixo conteddo de AIP* em relacdo as plantulas tratadas com Al nas

I3

concentragcdes de 160 e 500 uM AI°". Porém, sdo préximos aos valores obtidos

nas plantulas controle (Tabela 2).
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Tabela 2 Quantificacdo foliar de AI** em folhas de plantulas de arroz Al-

tolerante (Comum Branco) e Al-sensivel (IAC 1289) intactas ou apés
remocao de parte das raizes cultivadas na presenca de A*".

Plantas intactas

Tratamento Al-sensivel (ug g* MS) Al-tolerante (ug g* MS)
Controle 15,2+3,9 28,1+8,6

160 uM Al 14,2 +2,2 56,6 +154

500 yM Al 18,7 +12,2 118,8+3,4

Tratamento Plantas sem parte das raizes
Controle 25,7+9,0 29,2+8,8

160 uM Al 708,5+112,5 903,2 +297,3

500 pM Al 3.853,9 + 369,2 3.197,5+441,6

*MS: massa seca.
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Tabela 3 Quantificagcdo de AI** em sementes de arroz Al-tolerante (Comum
Branco) e Al-sensivel (IAC 1289).

Al-sensivel (ug g* MS) Al-tolerante (ug g* MS)

7,5+1,7 10,8 + 8,8

*MS: massa seca.
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Avaliacao da ultraestrutura em folhas de plantulas de arroz

Aspectos ultraestruturais do mesofilo de plantulas controle

Na auséncia de aluminio na solu¢do de cultivo e com 200 uM CacCl,,
tanto a cv. Comum Branco (Al-tolerante) quanto a cultivar IAC 1289 (Al-
sensivel) apresentaram, nas células do mesofilo foliar, caracteristicas
ultraestruturais comuns a células de mesofilo da maioria das Poaceae, sem
nenhuma alteragcdo morfolégica aparente. Ambas as cultivares apresentaram
mesofilo composto por células parenquimaticas de parede primaria de
espessura uniforme, dotada de dobras invaginantes (Fig. 3 A). Nestas células,
0 nucleo é conspicuo e predominantemente globoso e o citoplasma vacuolado
e rico em plastidios. Dentre as organelas predominam vacuolos, cloroplastos,
mitocondrias e peroxissomos (Fig. 3 B, 3 E).

De modo similar ao observado para as demais organelas, ndo foram
observadas diferencas marcantes entre cloroplastos das cultivares em estudo,
quando na auséncia de aluminio na solugdo controle.

Os cloroplastos apresentam estroma denso e sistema de membranas
bastante desenvolvido, formando tilacéides intergranais e grana conspicuos, 0s
quais sdo formados por numero variavel de tilac6ides granais. Os grana
apresentam disposicdo aleatéria, ndo sendo possivel observar um eixo de
simetria (Fig. 3 B-F). Observou-se, ainda, a presenca de grdos de amido e
inclusdes osmiofilicas no interior dos plastidios; os graos de amido, numerosos,
mostram-se compactos e de formato caracteristico.

As mitocOndrias, de formas variadas, apresentam cristas bem
desenvolvidas e estdo, frequentemente justapostas aos cloroplastos e
peroxissomos (Fig. 3 B, 3 D-E). Inclusdes lipidicas, na forma de gotas
dispersas no citosol, por vezes atingem volumes expressivos, embora né&o

tenha sido possivel quantificar de modo a comparar as cultivares.

38



Figura 3 A-F. Aspectos ultraestruturais do mesofilo de Oryza sativa L.,

cultivado em solucdo sem aluminio (controle) e com raizes intactas. A-C, Al-
tolerante (cv. Comum Branco). A. Aspecto geral de células do mesofilo, as
setas indicam invaginacbes da parede celular. B. Detalhe do citoplasma
periférico, mostrando justaposicdo entre mitocondrias, peroxissomos e
cloroplastos. C. Detalhe de cloroplasto, notar a elevada densidade do estroma
e padrao de organizacao do sistema de membranas. D-F. Al-sensivel (cv IAC).
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D. Detalhe do citoplasma, mostrando cloroplastos e peroxissomos justapostos
a mitocondrias. E. Detalhe das mitocondrias, notar cristas desenvolvidas. F.
Aspecto geral de células do mesofilo, observar gota de 6leo dispersa no citosol
e cloroplasto com graos de amido.

(am - grdo de amido; cl - cloroplasto; mi - mitocéndria; nu - nucleo; ol - gota de

0leo; pe - peroxissomo).
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Aspectos ultraestruturais do mesofilo de plantulas submetidas a 160uM
de Al

Quando submetidos a 160 pM de Al, as cultivares apresentaram
diferencas na organizagcdo estrutural das células do mesofilo. Na cultivar Al-
tolerante (Comum Branco) as caracteristicas citoplasmaticas foram similares ao
observado no controle, sem alteracbes perceptiveis nas organelas, com
destaque para o aspecto integro destas (Figs. 4 A-C). Por outro lado, na
cultivar Al-sensivel (IAC) observou-se ocorréncia de células com ruptura e
vesiculacdo da membrana plasmatica (Fig. 4 D). Nos cloroplastos observou-se
ocorréncia de rupturas no envelope plastidial (Fig. 4 E), perda de densidade do
estroma e dilatagédo dos tilacoides, bem como auséncia marcante de amido (Fig.
4 D-E). Merece destaque o fato de que células com estas alteracbes
morfologicas foram observadas ao lado de células nas quais a integridade de
membranas foi preservada (Fig. 4 D). As células cujo sistema de membrana
manteve-se integro também manifestaram alteracdes, sobretudo nos plastidios.
Nestas células, os plastidios apresentam projecfes preenchidas por estroma;
tais projecbes mostram aspecto filamentar nas secc¢des analisadas (Fig. 4 F).
As projecdes dos plastidios ndo raro englobam mitocondrias, assemelhando-se
a fagossomos (Fig. 4 G). Quando no interior destas bolsas formadas pela
projecdo do envelope plastidial, algumas mitocondrias mostraram sinais de
incorporacao no estroma, com aparente juncdo de membranas e continuidade

entre o estroma das duas organelas (Fig. 4 H).
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Figura 4 A-H. Aspectos ultraestruturais do mesofilo de Oryza sativa L.,

cultivado em solugdo com 160uM Al com raizes intactas. A-C, Al-tolerante (cv.
Comum Branco). A. Aspecto geral de células do mesofilo, apresentando-se
integras, com invaginacbes da parede celular e cloroplastos com elevada
densidade do estroma e padrédo de organizacdo do sistema de membranas. B.
Detalhe do vacuolo e cloroplastos integros e gota de 6leo dispersa no citosol. C.
Detalhe de cloroplasto, notar a presencga de amido e aspecto normal no padréo
de organizagdo do sistema de membranas. D-H. Al-sensivel (cv. IAC). D.
Aspecto geral de células do mesofilo com ruptura e vesiculagcdo da membrana

ao lado de células integras. Notar ruptura do envelope plastidial, perda de
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densidade do estroma e dilatagcdo dos tilacoides. E. Detalhe de cloroplasto,
setas indicam ruptura da membrana do cloroplasto, perda de densidade do
estroma e dilatacdo dos tilacéides. F. Detalhe de células do mesofilo, observar
sistema de membranas integro, porém com alteragbes nos plastidios. Setas
indicam alga formada pelo cloroplasto de aspecto filamentar preenchidos pelo
estroma. G. Detalhe de cloroplasto formado alca sobre mitocondria. H. Detalhe
de mitocondria e cloroplasto, setas indicam aparente juncédo entre mitocéndria
e cloroplasto, notar a descontinuidade da membrana mitocondrial o estroma
comum a ambas as organelas.

(am - gréo de amido; cl - cloroplasto; mi - mitocondria; ol - gota de 6leo; va -

vacuolo).



Aspectos ultraestruturais do mesofilo de plantulas submetidas a 500uM
de Al

Nesta concentragdo, os efeitos do Al na organizagdo estrutural das
células que compdem o mesofilo foram expressivos, com respostas em ambas
as cultivares. Tanto a Al-tolerante quanto a Al-sensivel mostraram células
necroticas e células com manutencao de integridade de membranas, as quais
foram estudadas em detalhe. Em ambas as cultivares, nas células vivas, o
nacleo permaneceu integro (Fig. 5 A), assim como as organelas
citoplasmaticas. Observou-se vesiculacao no citoplasma e formacéo de corpos
multilamelares (Fig. 5 C).

Na cultivar tolerante, as alteracdes dos cloroplastos, ja descritas pra a cv.
sensivel, na concentracdo de 160 pM Al, apareceram, embora pouco
frequentes. Nesta cultivar, a formacdo das projecdes plastidiais mostrou-se
menos intensa, com alcas menores (Figs. 5 A-B) e os tilacoides granais
mostraram-se pouco evidentes, desorganizados e por vezes curvos. No espaco
periplasmatico a formacg&o de precipitado elétron-denso foi marcante em muitas
células (Fig. 5 C).

Na cultivar sensivel, o padrdo de respostas celulares manteve-se similar
ao da concentragao anterior, com expressiva vesiculagdo no citoplasma (Fig. 5
D), entretanto, nesta cultivar o namero de células necréticas mostrou-se
superior ao observado na concentracdo anterior. Nos cloroplastos as
alteracdes estruturais foram similares as descritas na concentragcdo anterior
(Figs. 5 E-F); as mitocbndrias apresentaram um menor numero de cristas (Fig.
5F).

Plantas que tiveram o apice radicular suprimido, com a consequente
remocao da barreira endodérmica, apresentaram, nesta mesma concentracéo
de aluminio, alterac6es morfoldégicas mais evidentes em ambas as cultivares.
Na cultivar Al-tolerante, observou-se intensa vesiculagdo em todo o citoplasma,
aparente reducdo no numero de mitocondrias e a formacdo das projecoes
plastidiais (Figs. 6 A-B). Nos cloroplastos, além da formacé&o de projecoes,

observou-se descontinuidade de tilacdides e desorganizacdo dos tilacoides
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granais, resultando em dificuldade de identificar tais estruturas; em alguns
cloroplastos a regido dos grana mostrou-se circular e mais elétron-densa (Fig.
6 C). Merece destaque a expressiva reducdo no numero de grdos de amido
nos cloroplastos, os quais tornaram-se raros. A presenca de precipitado
elétron-denso na regido periplasmatica, mais intensa que na concentracao
anterior, foi observada em células necroticas (Fig. 6 C).

A cultivar Al-sensivel, também sem parte das raizes, apresentou o
mesmo conjunto de alteracdes descritas para a Al-tolerante (Figs. 6 D-F). Nos
cloroplastos a desorganizacéo do sistema de membranas pareceu mais severa,
com a formacdo de inumeros corpos elétron-densos nos locais
correspondentes aos grana; a reducdo no numero de grdos de amido foi
marcante. Observou-se, ainda, a formacgdo de corpos osmiofilicos na matriz

citoplasmatica (Fig. 6 F).



Figura 5 A-F. Aspectos ultraestruturais do mesofilo de Oryza sativa L.,

cultivado em solugdo com 500 pM Al e raizes intactas. A-C, Al-tolerante (cv.
Comum Branco). A. Célula de mesofilo, notar nucleo integro e cloroplasto,
apresentando grdos de amido e pequena projecdo sobre mitocondria. B.
Detalhe do cloroplasto, onde setas indicam al¢ca formada pelo cloroplasto sobre
mitocondria (aspecto de fagossomo). C. Espaco periplasmético, observar
corpos multilamelares, vesiculagdo no citoplasma e formagéo de precipitado
elétron-denso. D-F. Al-sensivel (cv. IAC). D. Célula do mesofilo, notar aparente
vesiculacdo no citoplasma. E. Detalhe de cloroplasto e mitocbndria, setas
indicam alca formada pelo cloroplasto englobando a mitocéndria (aspecto de
fagossomo). F. setas indicam grana de aspecto normal (acima) e
desorganizado abaixo, notar perda de densidade do estroma e formacéao de
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projecdo do cloroplasto, envolvendo mitocondria. Mitocondrias com menor
namero de cristas.
(am - grdo de amido; cl - cloroplasto; cm - corpos multilamelares; mi -

mitocondria; nu - ndcleo; ol - gota de 6leo).
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Figura 6 A-F. Aspectos ultraestruturais do mesofilo de Oryza sativa L.,

cultivado em solucdo com 500 pM AP* e com 4apices radiculares removidos. A-
C, Al-tolerante (cv. Comum Branco). A. Aspecto geral de célula do mesofilo,
notar vesiculagcao citoplasmatica e diminuicdo do nimero de mitocondrias. B.
Célula de mesofilo, setas indicam inicio de formac¢&o de alga no cloroplasto,
citosol vesiculado e formacédo de gota de 6leo. C. Aspecto geral de células do
mesofilo, observar célula necrética com deposicdo de precipitado elétron-denso
e vesiculacdo. Cloroplasto com reducdo de deposicdo de amido. D-F. Al-
sensivel (cv. IAC). D. Aspecto geral de célula do mesofilo, notar intensa
vesiculacdo e aspecto necrotico. E. Detalhe de célula do mesofilo, observar
corpos osmiofilicos no vacuolo, corpos multilamelares e vesiculacdo. F.
Cloroplasto mostrando grana de aspecto desorganizado (seta) e gréos de

amido de tamanho reduzido.
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(cl - cloroplasto; mi - mitocéndria; pe - peroxissomo; ol - gota de 6leo; va -

vacuolo; ve - vesiculas).
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Determinacéo do conteudo de pigmentos cloroplastidicos

A analise de pigmentos cloroplastidicos realizada corrobora o0s
resultados de citotoxidade provocados pelo AP** e observados na figura 1. O
conteudo de clorofila a e b sofreram decréscimo significativo (P < 0,05) quando
as plantas foram tratadas com diferentes concentracdes de AI** (Figs. 7 A-B).
Os niveis constitutivos dos dois tipos de clorofila foram maiores na cultivar Al-
tolerante, se comparado com a cultivar sensivel. O conteudo de clorofila a na
cultivar tolerante se apresentou inalterado ap6s o tratamento com AIF* na
concentracdo de 500 pyM. No controle, os niveis de carotendides nas plantulas
Al-tolerantes foram elevados assim como nas plantulas Al-sensiveis (P < 0,05;
Fig. 7 C). Na cultivar sensivel, ao contrario da cultivar tolerante, a remocéo de
parte das raizes levou ao acumulo tanto de clorofila a quanto de carotendides
(P = 0.05). Os niveis de carotendides diminuiram nas folhas de plantulas

sensiveis tratadas com 160 uM AP

com parte das raizes removidas quando
elevada concentracdo desse cation metalico (500 uM) induziu o acumulo de
carotendides (P < 0,05; Fig. 7). O acumulo de carotenodides nas plantulas

I** resultou em um

sensiveis sem parte das raizes, tratadas com 500 uM A
aumento da razado carotenoides/clorofila (Fig. 7 E). A razéo clorofila a/b foi
constante nas plantulas controle, no entanto com significativa reducdo em

ambas as cultivares sem parte das raizes (P< 0,05; Fig. 7D).

50



Chl a (pg mg”)

Carotendides (ug mg")

Razdo Carot./Chl

oo
[=]

)]
=

40

20

500

15

10

0.4

0.3

0.2

01

0.0

0 160

AP (uM)

500

500

51

30

B
'T?_D 20
o
= 104
:}
D T T T
0 160 500
AT (uM)
4
D
o3
®
S 2
o
0
5
xr 1
0

0 160 500
AP (uM)

Figura 7 A-E. Efeito do aluminio no
conteudo de clorofilas a, b e
carotendides em folhas de plantulas de
arroz. Plantulas intactas e plantulas
sem parte das raizes (tolerante ou
sensivel ao Al) foram tratadas com AI**
(0 — 500 uM) por 5 dias e o conteudo
dos pigmentos fotossintéticos foi
avaliado, sendo 10 repeticbes por
tratamento. (A) Clorofila a, (B) Clorofila
b, (C) Carotendides, (D) Razéo
Clorofila al/b, (E) Razéo
Carotenoides/Clorofila total. -e- Al-
sensivel; -o- Al-sensivel sem raiz; -m-

Al-tolerante; -o- Al-tolerante sem raiz.



Medida da fluorescéncia da clorofila a

Os parametros fotossintéticos foram avaliados em folhas de plantulas de
arroz para verificar os possiveis efeitos diretos do Al na fisiologia foliar. Tal
analise permitiu contrastar a tolerancia diferencial de duas cultivares de arroz
como previamente determinado baseado no sistema de estudo de raizes
descrito.

A figura 8 apresenta os efeitos do Al**

no transporte de elétrons no
fotossistema Il (PSII). Plantas sensiveis tratadas com diferentes concentracdes
de A" e com parte das raizes removidas exibiram significativa reducéo no
rendimento quantico potencial (Fv/Fm). Em contraste com esses resultados, 0s
valores de Fv/Fm em folhas de plantas Al-tolerantes sem parte das raizes nao
foram afetadas pela presenca do AI** mesmo na concentracdo mais elevada
500 uM (P < 0,05; Fig. 8). Somente na concentracdo mais elevada de AI** (500
MM) foi possivel reduzir significativamente o rendimento quéntico efetivo
(AF/F'm) em plantulas sensiveis sem parte das raizes. A razdo AF/F'm
decresceu 50% durante tal tratamento (Fig. 8 B). O tratamento com AI** ndo
exibiu efeito na razdo AF/F'm em plantas tolerantes desprovidas de parte de
suas raizes. Tanto a razdo Fv/Fm quanto a AF/F'm foram pouco afetadas pelo
tratamento com AI** em plantas intactas (Figs. 8 A-B).

A figura 9 mostra o efeito direto do Al no transporte de elétrons do
fotossistema 1l (PSIl) em plantulas de arroz sem parte das raizes, tratadas com
AP**, na presenca e auséncia de doador de NO. Plantulas que ndo receberam
aspersao de doador de NO (GSNO), apresentaram redugdo no transporte de
elétrons para o PSII (Fv/Fm) na concentracdo de 500uM de Al. Tanto plantulas
sensiveis quanto tolerantes, na concentracdo de 500uM de Al apresentaram
reducdo do rendimento quantico potencial (Fv/Fm) mesmo apés a aspersao do
doador de NO (GSNO). O tratamento com 500 uM de Al diminuiu de maneira
significativa o rendimento quantico efetivo (AF/F'm) das plantulas sensiveis. Tal
reducdo ndo foi observada para as plantulas tolerantes sob as mesmas
condicbOes de estresse. As plantulas sensiveis, ao serem tratadas com doador

de NO apresentaram recuperacao significativa do rendimento quantico efetivo

52



(AF/F'm), permitindo assim reversdo parcial do estresse fotossintético

ocasionado pelo AP** (Fig. 9 B).
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Figura 8 A-B. Efeito do AI** no fotossistema Il (PSII). Plantas intactas ou sem
parte das raizes (tolerante ou sensivel ao Al) tratadas com AI** (0 — 500 uM).
Parametros fotossintéticos obtidos de 10 repeticbes por tratamento. (A),
rendimento quantico potencial do PSIlI (Fv/Fm); (B), rendimento quantico
efetivo (AF/F'm). * Diferenca significativa em relagdo aos demais tratamentos.

Teste de Tukey.
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Figura 9 Efeito do tratamento com doador de NO (GSNO) no fotossistema |l
(PSII) de plantas sem parte das raizes, tratadas com AI**. Plantas sem parte do
sistema radicular (tolerante ou sensivel ao Al) foram tratadas com AP** (0 — 500
UM). Pardmetros fotossintéticos obtidos de 10 repeticbes por tratamento. (A),
rendimento quantico potencial do PSII (Fv/Fm); (B), rendimento quantico

efetivo (AF/F'm).
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DISCUSSAO

O presente trabalho evidencia alteracdes morfolégicas (Figura 1) que
indicaram a translocacéo de Al para a parte aérea. Tal fato, ocorreu em fungéo

da exposicdo dos elementos traqueais a solucdo com Al**

a partir dos corte
efetuados no sistema radicular das plantulas em estudo. As plantulas tratadas
com diferentes concentracbes de AI’* apresentaram clorose e necroses
seguidas de enrolamento das folhas, caracteristicas de estresse abibtico
promovido pelo AP* (Moustakas et al., 1996 e 1997; Jansen et al., 2000;
Peixoto et al., 2000 Vasconcelos et al., 2002a, b ; Jiang et al., 2008). A partir
dessas analises, os estudos posteriores buscaram comprovar a presenca de
AI** na parte aérea, assim como seus efeitos morfofisioldgicos.

Os resultados deste trabalho indicaram que a retirada do apice radicular

resulta em um eficiente sistema de translocacdo de AIF*

para a parte aérea
(Tabela 2). Esse dado confirma a analise estrutural das raizes cortadas, ja que
a regidao de corte das mesmas nao apresentou formacdo de tilo, mesmo
decorridas 48 horas de experimento (Fig. 2 A-B), ao contrario de relatos de
diversos estudos (Bergamin et al., 1995; Souza e Maringone, 2008; Carneiro e
Cruz, 2009). Trabalho semelhante foi realizado para permitir a ascensdo de
potassio para a parte aérea em Gleditsia triacanthos L. (Hong e Sucoff, 1976).
Os mecanismos que impedem o deslocamento do AI** para a parte
aérea puderam ser destacados pelos resultados da quantificacdo de AP** na
parte aérea. As plantulas intactas das cultivares Al-tolerante e Al-sensivel
exibiram baixas concentracdes de Al nas folhas (15,2 + 3,9 a 56,6 + 15,4 ug g™

MS) apdés o tratamento com 160 pM AP

, reforcando a caracteristica de
tolerancia dessas plantas a esse metal (Tabela 2). Surpreendentemente, as
concentracfes de Al nas folhas de plantas intactas Al-tolerantes tratadas com
500 uM AI** foi 6,4 vezes maior que o observado nas sensiveis sob as mesmas
condi¢cbes (Tabela 2). A cultivar de arroz Al-tolerante Comum Branco possui
fatores morfolégicos distintos, tais como, folhas glabras e € uma planta de
sequeiro, adaptada a solos secos. Como consequéncia, as taxas de

transpiracdo sdo mais elevadas (Franca et al.,, 2011), o que possivelmente
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possibilitou a absorcdo de Al e eventual translocacdo desse metal para as
folhas. O aumento da translocacdo de Al para as folhas das plantulas
tolerantes e intactas causou alteracbes fenotipicas menos criticas, se
comparado as Al-sensiveis, demonstrando que essas plantas sdo previamente
capazes de prevenir os efeitos citotoxicos do Al. Além disso, esses resultados
confirmam os mecanismos de resisténcia e exclusdo de Al efetivos descritos na
literatura (Bennet et al.,, 1985; Clune e Copeland, 1999; Vasconcelos et al.,
2002a, b; Ciamporova, 2002; Doncheva et al., 2005; Hossain et al., 2006) ja
que em plantulas dos grupos controle e tratadas com diferentes concentracdes
que foram mantidas intactas continham baixos niveis de Al nas folhas (Tabela
2). Os valores de Al presentes nas plantulas controle, provavelmente, séo
provenientes das sementes e/ou de contaminac¢des do ar e possiveis tracos de
AIP* presentes nos reagentes (Kopittke et al., 2010). As andlises quantitativas
das sementes de arroz revelaram niveis de AI** em torno de 7,5 + 1,7 ug g*
para a cultivar sensivel e 10,8 + 8,8 ug g™ para a cultivar tolerante (Tabela 3).
Tais analises também podem indicar a possivel origem dos valores de Al
encontrados nas plantulas controle.

Estudo recente mostrou que uma cultivar Al-tolerante de trigo acumulou
9,3 + 0,3 pg g* de Al na massa seca nas folhas apds 24 h de tratamento em
gue as raizes permaneciam imersas em solucédo com 185 uM AICI; (Silva et al.,
2010). As plantas Al-sensiveis exibiram 17,7 + 14,5 ug.g™* de Al na massa seca
das folhas em plantas submetidas as mesmas condi¢gdes experimentais(Silva et
al., 2010). O presente estudo corrobora dados obtidos por Silva et al. (2010). A
excisdo de parte das raizes de ambas as cultivares de arroz permitiu maior
translocacdo de Al para a parte aérea (Tabela 2). Comparagfes entre as Al-
tolerantes com retirada parcial das raizes e as Al-sensiveis com 500 pM AP
mostraram que as Ultimas acumularam 20% a mais de A" (P < 0,05) nas
folnas que as primeiras sob as mesmas condi¢cbes (Tabela 2). Isso indica a
tolerancia diferencial entre essas cultivares, bem caracterizada em estudos
com o sistema radicular, e agora, aplicado para a parte aérea quando a
barreira fisica (apice radicular) é removida. De fato, os niveis de Al nas

plantulas tolerantes desprovidas de parte de suas raizes foi 27-vezes maior

57



gue nas intactas, enquanto as plantulas sensiveis sem parte das raizes
exibiram niveis de AI** 206 vezes maiores que as mesmas plantas com raizes
intactas (tratamento com 500 uM AP**: Tabela 2).

Ap6s a quantificacdo do contetdo de AP* na parte aérea, foram
realizadas andlises estruturais para verificar alteragbes anatdmicas provocadas
pela presenca do metal nas folhas. Como esperado, nas sec¢fes transversais
foliares (Fig. .2 C-D) da cultivar Al-tolerante na auséncia de Al, observou-se
aspecto normal sem obstrugdo dos vasos. J& nas plantas da mesma cultivar,
tratadas com Al e com os apices radiculares removidos, foram observadas
obstrucdes dos vasos com formacéo de precipitado e necrose no bordo foliar.
Estudos com efeitos indiretos do Al em Capsicum annuum L. mostraram
reducdo da espessura e tamanho do mesofilo relacionados a diminuicdo do
tamanho das células de folhas tratadas com o metal, assim como reducao do
tamanho das células guarda dos estdmatos da face abaxial (Konarska, 2010).
As alteracbes observadas em neste estudo apresentam-se mais severas,
caracterizando processo semelhante a senescéncia, como observado por
Zhang et al. (2010). A absorcdo de Al no sistema radicular de plantas esta
diretamente ligada a possibilidade da formacdo de complexos metalicos com
compostos extracelulares (Li et al., 2000). Esse fator torna dificil a avaliacdo e
a distincdo do conteudo de Al do apoplasto em relacdo ao simplasto.

A determinacdo da concentracdo de Al no xilema de plantas
hiperacumuladoras é utilizada como um indicador de absorcdo de Al no
sistema radicular (Haridasan, 2008). Em contraste, plantas ndo acumuladoras
sdo capazes de evitar a translocacdo de Al das raizes para a parte aérea por
meio de eficientes mecanismos de exclusao, tais como, a complexacao de Al
com acidos organicos e macromoléculas da parede celular, assim como a
formacdo de precipitados no citosol (Bennet et al.,, 1985; Clune e Copeland,
1999; Vasconcelos et al., 2002a, b; Ciamporova, 2002; Doncheva et al., 2005;
Hossain et al., 2006).

A entrada de aluminio, tanto em plantas hiperacumuladoras quanto em
ndo acumuladoras também depende da capacidade de permitir a passagem

desse metal pela hidrofébica estria de Caspary presente na endoderme
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(Rengel e Reid, 1997). Ademais, o aluminio é toxico para a maioria das plantas
(Delhaize et al.,, 1993a, b; Yamamoto et al., 2001; Kochian et al., 2002). No
entanto, estudos recentes demonstram que espécies de Vochysiaceae nativas
do cerrado, acumulam Al nos cloroplastos, sem dano aparente de tais
organelas (de Andrade et al., 2010). Além disso, este mesmo metal foi
considerado elemento benéfico para as mesmas plantas em baixas
concentracfes (White e Brown, 2010) assim como em Qualea cordata Spreng.,
acumuladora de Al, também da familia Vochysiaceae (Alvim, 2010).

Os dados apresentados na literatura para plantas nativas mostram
resposta contraria a observada para plantas cultivadas sob estresse por Al. No
presente estudo, foram observados danos significativos na ultraestrutura do
mesofilo de plantulas de arroz, incluindo danos severos a estrutura
cloroplastidica e as mitocéndrias (Fig. 4, 5 e 6). No entanto, plantulas de arroz
Al-tolerante, em concentracdes intermediarias de Al (160uM), e sob
concentracdo elevada (500 uM), sem remocdo de parte das raizes, nao
apresentaram danos aparentes na estrutura celular (Fig. 4 e 5). Esses dados
sao similares aos obtidos por de Andrade et al. (2010) em estudos com plantas
nativas de cerrado e hiperacumuladoras de Al.

Embora alteracdes na disposicao dos tilacoides granais, resultando em
diferentes planos de orientagcdo de grana em cada cloroplasto tenham sido
atribuidas ao efeito de aluminio (Moustakas et al., 1996 e 1997), no presente
caso os resultados obtidos indicam que a disposicdo aleatoria dos grana
resulta do efeito de baixa intensidade luminosa (200umol m? s™) a que as
folhas foram submetidas durante o periodo experimental (Fig. 3). Cloroplastos
adaptados a sombra apresentam grana maiores e dispostos de modo irregular
(Chow et al., 1988).

Em Thinopyrum bessarabicum (Poaceae) Moustakas et al., (1997)
relatam a ocorréncia de dilatacdo e distensédo de cloroplastos, em resposta ao
aluminio. Segundo estes autores, tais modificacbes seriam a causa de
alteracdes na permeabilidade de membrana destas organelas e seriam efeito
indireto do aluminio, uma vez que este ndo fora detectado na parte aérea.

Decréscimo no desempenho fotossintético de plantas submetidas ao Al poderia
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ser resultante destas alteracGes estruturais nos cloroplastos (Moustakas et al.,
1997). Ciamporova (2002) relatou alteracdes ultraestruturais, tais como
desorganizacdo do citoesqueleto, induzidas pela presenca do Al, diretamente
ligadas a ultraestrutura do apice radicular. Foram relacionadas também
alteracdes ultraestruturais nas raizes que levam a tolerancia ao Al em trigo (Li
et al., 2008).

Analise ultraestrutural de mitocéndrias do mesofilo foliar de Arabidopsis,
concomitante com técnica de fluorescéncia por microscopia confocal, e estudos
da ativacdo de enzimas do tipo caspase mitocondrial, indicam que o Al induz o
inchaco mitocondrial provocado pela producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Isso levou a disfun¢cdes mitocondriais, aléem de alteracdo da
posicdo e forma dessas organelas (Li e Xing, 2011). A matriz mitocondrial é
hipertonica em relacdo ao espaco intermembranas e ao citoplasma. Danos na
membrana externa, provocados pela presenca de espécies reativas de
oxigénio, levam ao aumento do volume mitocondrial, devido ao influxo de
liguido citoplasmatico para a matriz mitocondrial. Esse processo promove 0
extravasamento de proteinas mitocondriais, dentre elas o citocromo c, que
ativa caspases que levam ao processo de apotose. O NO, participa da via de
sinalizacdo para inibicAo do estresse oxidativo, o que impede a apoptose,
diminuindo os sintomas de estresse provocados por fatores abioticos (Hour et
al., 2011; Wu et al., 2011)

O presente estudo possibilitou observar redu¢cdo no niumero de cristas
mitocondriais, que foram bastante evidentes na cultivar Al-sensivel a partir do
tratamento com 160 pM de Al (Fig. 4 D-H) e na cultivar tolerante se manifestou
de forma expressiva no tratamento com 500 pM de Al (Fig. 5 A-C). Tais
alteracbes ndo foram observadas nas plantulas-controle em ambas as
cultivares (Fig. 3). Destruicdes das cristas mitocondriais e distarbios na
estrutura lamelar de cloroplastos foram observados em Capsicum annuum L.
tratada com Al (Konarska, 2010). Li e Xing (2011) apresentam ainda a ativacao
de caspases presentes no protoplasto, na presenca de espécies reativas de
oxigénio, que induzem a morte celular programada em funcao da fitotoxidade

provocada pelo Al. No tratamento com 160 pM de Al, com raizes intactas, ndo
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foram encontradas alteragc6es ultraestruturais nas células do mesofilo das
plantas Al-tolerante (Fig. 4 A-C). Porém, nas Al-sensiveis, nas mesmas
condicbes, houve células com vesiculacbes e necroses (Fig. 4 D-H)
caracteristicas de células em processo de morte celular programada (Li e Xing,
2011), ao lado de células integras, mas com proje¢cdes anébmalas de aspecto
filamentar (Fig. 4 D-H). Outro aspecto visualizado na cultivar IAC 1289 com 160
UM de Al e raiz intacta foi a formacdo de alcas nos cloroplastos, englobando
mitocondrias, como em fagocitose e aparente ligagdo entre o estroma e a
matriz mitocondrial. Alteragbes ultraestruturais em cloroplastos, com
rompimento de membranas e extravasamento do estroma sao observados
quando plantas de trigo sdo submetidas a estresse com zinco e a elevadas
temperaturas (Peck e McDonald, 2010). Porém, poucos relatos (Moustakas et
al., 1996, 1997; Konarska, 2010; Li e Xing, 2011) tratam de alteracdes
ultraestruturais em folhas relacionadas ao Al. Nas plantas tratadas com 500 puM
de Al, com raizes intactas (Fig. 5), foram observadas as mesmas alteracdes
descritas acima para ambas as cultivares. Porém verificou-se altera¢cdes mais
expressivas na cultivar sensivel (Fig. 5 D-F) que apresentou projecdes
plastidiais mais intensas, com alcas maiores, tilacéides granais mais
desorganizados, mais curvos e vesiculacdo citoplasmatica mais intensa, em
relacdo a tolerante (Fig. 5 A-C). J& em plantas de ambas as cultivares, que
tiveram parte das raizes removidas e tratadas com 500 uM de Al, apresentaram
sintomas drasticos, com expressiva vesiculacdo e reducdo do numero de graos
de amido (Fig. 6 A-F).

Conforme esperado, a desorganizacdo do sistema de membranas
apresentou-se mais intenso na cultivar Al-sensivel, e com a formacédo de
corpos elétron-densos no local dos grana e na matriz citoplasmatica (Fig. 6 D-
F). Desorganizacdo nas membranas dos tilacéides, destruicdo das mesmas,
assim como alteracdes no formato dos cloroplastos estdo diretamente
relacionados ao processo natural de senescéncia em arroz (Zhang et al.,
2010). Esses dados indicam que a presenca direta do aluminio no mesofilo
leva a alteracbes ultraestruturais e a inducdo de processos de morte celular

programada em plantas cultivadas, tais como descritos por Li e Xing (2011). No
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entanto, ainda se fazem necessarios maiores estudos, em especial com
plantas hiperacumuladoras, para entender os mecanismos de tolerancia
dessas plantas, que ndo apresentam sintomas drasticos como nas sensiveis,
quando na presenca de Al. Além disso, esses estudos permitirdo a elaboracéo
de técnicas de melhoramento de plantas para que as mesmas suportem
concentracdes elevadas de aluminio, mantendo a produtividade primaria.
Ap6s observar danos ultraestruturais provocados pela presenca de Al**
no mesofilo das plantulas em estudo, foram realizadas analises fisioldgicas
para verificar alteracdes provocadas pela presenca do Al no aparato
fotossintético. Nessas anadlises, elevados niveis de clorofila a foram
encontrados nas folhas de plantulas-controle intactas Al-tolerantes em
comparacdo com as Al-sensiveis (Fig. 7 A). Isso indica que as plantas
tolerantes normalmente apresentam melhor performance fotossintética em
relacdo as sensiveis. Resultados similares foram obtidos para a cultivar Al-

tolerante tratadas com 160 pyM AP

(Fig. 7 A-B). A cultivar Al-tolerante com
parte das raizes retiradas exibiu conteudo de clorofila a similar aquele das
sensiveis sob as mesmas condi¢des de estresse por Al. Contudo, os niveis de
clorofila a decresceram quando comparados com os niveis de clorofila b (Fig. 7
A-B). Isso sugere a ocorréncia de photobleaching (Peixoto et al., 2002),
fendmeno caracterizado pela redugéo da fluorescéncia como consequéncia da
dependéncia de luz do fluoréforo.

Decréscimo no contetddo de clorofila a foi verificado em plantulas de
citrus (Citrus grandis), submetidas ao estresse por Al (Jiang et al., 2009). Esse
mesmo estudo quantificou Al na parte aérea em plantas submetidas a 1,2 mM
de Al e ndo encontrou quantidades significativas desse metal nas folhas e no
caule, porém demonstrou que o aumento na disponibilidade de fésforo no solo
permitiu a recuperacdo das plantas submetidas ao estresse. Em plantas de
soja (Glycine max L.), tratadas com Al e com reducédo da disponibilidade de
calcio, também foram observadas alteragbes nas proteinas do complexo-
antena, assim como a diminuicdo do conteudo de clorofila a e aumento do
conteudo de clorofila b, promovido pela conversdo desses pigmentos, levando

ao processo de senescéncia (Milivojevic e Stojanovic, 2003). Em contrapartida,
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decréscimo de clorofila b em plantas sob tratamento com Al foi associado ao
funcionamento de protecdo do complexo antena, sob tratamento de Al contra
fotoinibicdo e danos na ultraestrutura (Maxwell e Johnson, 2000). O aumento

I** bem

no nivel de carotenodides em plantas sensiveis tratadas com 500 uM A
como a elevada razdo carotendides/clorofilas (Fig. 7 D-E) sugere protecao do
aparato fotossintético contra o estresse oxidativo. Os conteudos de clorofila e
carotendides sdo os primeiros a serem afetados quando o PSII se encontra sob
estresse (Peixoto et al.,, 2002; Jiang et al., 2008). Consequentemente, a
atividade fotossintética é reduzida pela diminuicdo da taxa de transporte de
elétrons (ETR) no PSII, bloqueando esse centro de reagdo (Moustakas et al.,
1996).

As alteragbes verificadas no conteudo de carotendides e clorofilas
também podem ser associadas com decréscimos da razdo Fv/Fq (variagdo da
fluorescéncia/fluorescéncia inicial) (Pereira et al., 2000). As diminuigcbes dos
niveis do rendimento quéantico inicial (razdo Fv/Fm; Fig. 8 A) indicam
progressiva fotoinibicdo em plantas sensiveis com remocéao parcial das raizes e
tratadas com Al, mas 0 mesmo nao ocorreu com as tolerantes sob as mesmas
condi¢cbes. Resultados similares, porém com raizes intactas e o efeito indireto
do Al, foram obtidos por Jiang et al. (2008) com Citrus, em que redugdes na
taxa de transporte de elétrons do PSII resultaram na fotoinibicdo em plantas
sensiveis ao Al. Assim, o estresse por Al diminui a capacidade global do
aceptor de elétrons nas folhas do PSII para o fotossistema | (PSI) (Jiang et al.,
2008).

Analises fotossintéticas de duas cultivares de mirtilo, (Vaccinium
corymbosum L.) submetidas ao estresse indireto por Al apresentaram diferenca
no rendimento quantico potencial, seguido por modificagdes no conteudo de
clorofilas a e b e de carotendides, ap6s 20 dias de exposicdo ao A" em
solucdo (Reyes-Diaz et al., 2010). Esses parametros foram utilizados pelos
autores para caracterizagcdo de tolerancia ao Al. Ao analisar o aparato
fotossintético de algas (Euglena gracilis e Chlamydomonas acidophila)
submetidas ao AI**, foram observadas reducdes no transporte de elétrons do

PSII, sendo que E. gracilis foi mais afetada do que C. acidophila (Perreault et
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al., 2010). Isso leva a crer a existéncia de sistemas fotossintéticos com
tolerancia diferencial ao Al em diferentes organismos. Baseado nesses
estudos, a tolerancia ao Al em arroz na cultivar Comum Branco, bem
caracterizada pelos estudos do sistema radicular (Vasconcelos et al., 2002a),
parece ser também expresso na parte aérea uma vez que que a razdo Fv/Fm
nessa planta nao foi significativamente afetada pelo tratamento com Al (Fig. 8
A) (Force et al.,, 2003). Significativa reducdo do rendimento quantico efetivo
(AF/F'm) ocorreu nas plantulas Al-sensivel desprovidas de parte das raizes e
tratadas com 500 yM Al, o qual causou significativa redu¢ao na performance
fotossintética dessas plantas (Fig. 8 B). Esse resultado permite demonstrar que
a sensibilidade ao Al na cultivar de arroz IAC 1289 néo é restrita somente ao
sistema radicular. Moustakas et al. (1996) relataram em seus estudos que
plantas de Thinopyrum bessarabicum apresentaram decréscimo de dissipacéo
de energia do PSIl quando as raizes dessas plantas foram tratadas com Al.
Dessa forma, a tolerancia ao Al dessa cultivar de arroz parece estar
relacionada a mecanismos fotoquimicos mais eficientes para absorcéo de luz
pela clorofila a.

Alguns estudos descrevem os efeitos deletérios do Al na atividade
fotossintética de varias espécies de plantas apds o tratamento das raizes com
esse metal (Moustakas et al., 1996, 1997; Peixoto et al., 2002; Jiang et al.,
2008). Porém, em uma espécie de Vochysiaceae, nativa do Cerrado brasileiro,
hiperacumuladoras de Al, estocam esse metal na parte aérea, mais
especificamente nos cloroplastos, sem sofrerem danos aparentes em sua
estrutura fotossintética (de Andrade et al.,, 2011). Neste trabalho, o impacto
direto do A" na fotossintese foi verificado nos contetidos de pigmentos do
cloroplasto e nas alteragbes promovidas por esse metal no aparato
fotossintético.

A presenca do NO favoreceu a recuperacdo da atividade fotossintética
nas plantas Al-sensiveis ao Al. Plantas sensiveis sem parte das raizes e
tratadas com Al retornaram seu rendimento quantico potencial aos niveis
normais apos a exposicao das folhas ao doador de NO (GSNO) (Fig. 9 A). Isso

indica que a planta Al-sensivel foi capaz de manter o transporte de elétrons no
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PSIl mesmo quando submetidos a elevadas concentracdes de AI**. Diversas
proteinas presentes nos cloroplastos, alvo de S-nitrosilacdo sédo reguladas em
meio reduzido (Zang et al., 2002; Motohashi et al., 2001; Marcus et al., 2003,
Lindermayr et al., 2005), proporcionado pela presenca de GSNO como doador
de NO. Condi¢des oxidantes inibem a atividade da Rubisco e estimulam sua
degradacédo, que em muitas ocasifes foram inibidas por agentes redutores
(Mehta et al., 1992; Desimone et al., 1996), tais como o NO. Relacionado ainda
ao aparato fotossintético, proteinas do PSIlI sdo ativadas na presenca de NO.
Isso porque, a fosforilacdo das proteinas D1 e D2 do centro de rea¢édo do PSII,
assim como suas subunidades, sdo estimuladas em condi¢cdes de elevada
reducdo (Carlberg et al., 1999). Aléem disso, e ainda mais relevante para o
presente estudo, Takahashi e Yamasaki (2002) elucidaram de maneira
elegante a reversao da inibicdo da fosforilacdo nos cloroplastos pela presenca
do NO. A toxicidade por cadmio em plantas de arroz foi evitada pelo NO,
inibindo a degradacao da clorofila (Hsu e Kao, 2004).

Os dados deste trabalho demonstraram que a tolerancia ao Al em
plantas de arroz é também expressa na parte aérea como observado pela
capacidade do aparato fotossintético em suportar o estresse provocado pelo Al
translocado das raizes para a parte aérea quando parte das raizes foi
removida. De fato, plantas de arroz desprovidas de parte das raizes mostraram
ser um modelo adequado para estudos dos efeitos diretos do Al no aparato
fotossintético das folhas. Assim, o desenvolvimento dessa metodologia simples
e pratica permite a exploracdo de novas possibilidades de trabalho que buscam
entender os efeitos diretos do Al na fisiologia foliar de plantulas de arroz, assim
como de outras plantas cultivadas ou acumuladoras do metal.

Além disso, os resultados permitiram demonstrar que o NO desempenha
importante papel na prevencédo da fotoinibicAo em plantas de arroz tratadas
com Al. Plantas tolerantes possuem mecanismos efetivos para suportar o
estresse por Al, no entanto, ndo foi observado efeito positivo para essas
plantas apés o tratamento com GSNO. Dessa forma, o estudo aqui presente

traz novas perspectivas para estudos moleculares e mecanismos bioquimicos
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gue levam a tolerdncia ao Al, incluindo aquelas plantas que sé&o

hiperacumuladoras.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O presente trabalho contribuiu de maneira significativa para a abertura
de novas possibilidades para a pesquisa in vivo de transporte de substéancias,
tais como compostos organicos e inorganicos, metais pesados, e compostos
xenobidticos, na medida em que cria um modelo pratico e simples de
transporte de substancias para a parte aérea. Tal modelo permitira estudos na
Biologia Vegetal para ampliagdo dos conhecimentos sobre determinados
compostos na parte aérea, possibilitando a selecdo de cultivares
fotossinteticamente tolerantes a determinadas substancias, assim como
alteracdes genéticas em espécies cultivadas.

Os dados apresentados suportam a importancia das raizes como
barreira fisica e que apresenta mecanismos de resisténcia e de exclusédo
efetivos para impedir a translocacdo de Al para a parte aérea.

Os resultados permitem concluir que a presenca direta do aluminio nas
folhas causa efeitos prejudiciais na estrutura foliar, tais como clorose,
enrolamento e necrose, além de alteragBes no aparato fotossintético, levando a
danos ultraestruturais severos. Tais danos levaram a com formacdes de alcas
nos cloroplastos e a unido dos mesmos a mitocondrias, fenbmenos provocados
por tal metal sdo inéditos na literatura. O aluminio na parte aérea provocou
concomitantemente a reducao no transporte de elétrons para o fotossistema Il
e na eficiéncia fotossintética, a degradacdo de clorofila e aumento da sintese
de carotenoides. Além disso, a tolerancia diferencial das plantas estudadas
permitiu verificar que a resisténcia dessas plantas em relagdo ao Al ndo é
restrita ao sistema radicular. Portanto, analises bioquimicas, tais como a
atividade enzimética da RUBISCO ou de outras enzimas envolvidas na
fotossintese, e anéalises de compostos capazes de precipitar o Al nas células do
mesofilo sdo importantes vias para o melhor entendimento dos dados aqui
obtidos.

As analises com NO em plantas submetidas ao estresse por Al
corroboram dados presentes na literatura que relatam a importancia dessa

molécula na reversao do estresse abidtico, na medida em que as plantas que

67



receberam NO apresentaram reversao parcial do estresse provocado pelo Al.
Além disso, os dados obtidos trazem novas evidéncias sobre a tolerancia
diferencial das plantas estudadas, ja que as plantas sensiveis responderam de
forma mais evidente a presenca do NO em relacao as tolerantes.

Portanto, o presente estudo cria novas perspectivas para a elucidacao
do papel do NO sobre o estresse abiotico, em especial na parte aérea, em
sistemas in vivo. Andlises bioquimicas e genéticas, tais como estudos da
expressdo génica, com a constru¢cdo de bibliotecas de subtracdo, além de
estudos da atividade de enzimas envolvidas em estresse abidtico e na
fotossintese, utilizando o modelo estudado permitirdo compreender a resposta
de genes envolvidos no estresse por Al com expressao estimulada ou inibida

na presenca de NO em plantas cultivadas e naquelas acumuladoras de Al.
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