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RESUMO

Célcio e boro aliviam a toxidez por H" e AI** e suprimem ainducéo de
guaiacol peroxidase em raizes do cultivar Micro-Tom de tomateiro (Solanum
lycopersicum L.): possivel envolvimento da parede celular

Solos acidos cobrem cerca de 30% das areas agricultaveis do mundo. Nestes
solos, geralmente ocorrem baixas concentracbes de cétions como calcio e
magnésio, enquanto a acidez (pH <5,5) promove a solubilizacdo de AI**. A
exposicdo de raizes a pH &cido e/ou ao Al** inibe o crescimento radicular, reduz a
viabilidade de células do &pice, promove estresse oxidativo, e pode causar
desarranjos na parede celular. Na parede, é provavel que tanto o H* como o AI**
atuem sobre a pectina, comprometendo a sua estrutura e funcionalidade. Por outro
lado, peroxidases classe Il (GPOX) parecem desempenhar um papel central nas
modificacBes da parede celular, séo induzidas por H* e AI** e algumas isoformas s&o
associadas a pectina. O objetivo deste trabalho foi caracterizar as respostas
radiculares da cultivar Micro-Tom de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) a toxidez
por H* e AI** e avaliar a capacidade do célcio e do boro em aliviar esta toxidez com
relacdo a inibigcdo do crescimento radicular, queda na viabilidade celular e alteracdes
na atividade de GPOX. Em raizes expostas a pH 4,0, apés 30 min ja foi possivel
observar a reducéo na viabilidade de células do apice, avaliada através da absor¢ao
de azul de Evans. Observou-se elevacao significativa na atividade de GPOX apds 2
h de tratamento a pH 4,0. Apesar da defasagem na sua indugcédo em relacéo a queda
na viabilidade celular, a atividade de GPOX parece ser um melhor indicador da acéo
de H*. O uso do inibidor da GPOX (SHAM; &cido salicilhidroxamico) indicou que
estas enzimas desempenham um papel no sentido de impedir maiores danos as
células por pH baixo. O célcio (10 mM) aliviou totalmente a toxidez por H* (pH 4,0 e
4,5) e AI** (10 uM) em relacdo a crescimento radicular e viabilidade celular. O boro
(30 puM) aliviou totalmente a toxidez por H* e AI** em relacéo a viabilidade celular,
mas aliviou apenas parcialmente ou em nada a inibicdo do crescimento radicular por
H* ou AI**, respectivamente. Tanto o célcio quanto o boro suprimiram totalmente a
inducdo da atividade de GPOX. O calcio e o boro apresentaram interacao positiva
sobre o crescimento radicular a pH 5,8 e 4,5, mas ndo na presenca de Al*" e nem
em relacao a viabilidade celular ou atividade de GPOX. De modo geral, encontrou-se
boa correlacdo entre viabilidade celular e atividade de GPOX. Tomado no seu
conjunto, os dados evidenciam um papel importante de GPOX na toxidez por H* e
APP* e sugerem que, apesar de distintos, a toxidez por estes fons possivelmente
apresentam alguns aspectos e mecanismos em comum. Também corroboram outros
trabalhos que evidenciam a acao destes ions sobre a parede celular, em particular a
matriz péctica. Estudos futuros deverdo examinar se a GPOX que é induzida por H”
e AI** esta associada & pectina da parede.

Palavras-chave: Acidez; Aluminio; Guaiacol peroxidase; Pectina; Viabilidade celular;
Crescimento radicular; SHAM
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ABSTRACT

Calcium and boron alleviate H" and AI** toxicity and suppress the
induction of guaiacol peroxidase in roots of Micro-Tom cultivar of tomato
(Solanum lycopersicum L.): possible involvement of the cell wall

13

Acid soils cover about 30% of the arable land in the world. These soils usually
have low concentrations of cations, such as calcium and magnesium, whereas the
low pH (pH <5.5) increases the solubility of Al**. Exposure of roots to low pH and/or
AI** inhibits root growth, reduces cell viability of the root apex, promotes oxidative
stress, and can cause derrangements in the cell wall. It is likely that both H" and AI**
act on pectin of the cell wall, affecting its structure and functionality. On the other
hand, class lll peroxidases (GPOX) appear to play a role in modifications of the cell
wall, are induced by H" and AI** and some isoforms are associated with pectin. The
aim of this study was to characterize the responses of roots of the Micro-Tom cultivar
of tomato (Solanum lycopersicum L.) to the toxicity of H* and AI** and evaluate the
ability of calcium and boron to alleviate this toxicity with respect to inhibition of root
growth, decrease in cell viability and changes in the activity of GPOX. In roots
exposed to pH 4.0, after 30 min it was already possible to observe a decrease in cell
viability at the apex, as assessed by the uptake of Evans blue. We observed a
significant increase in GPOX activity after 2 h of treatment at pH 4.0. Despite the lag
in their induction in relation to the decrease in cell viability, GPOX activity seems to
be a better indicator of the action of H*. The use of inhibitors of GPOX activity
indicates that these enzymes play a role in preventing further damage to cells by low
pH. Calcium (10 mM) completely alleviated H* (pH 4.0 or 4.5) and AI** (10 mM)
toxicity with respect to root growth and cell viability. Boron (30 mM) completely
alleviated H* and AI** toxicity with respect to cell viability, but only partly alleviated or
had no effect on the inhibition of root growth by H* or AI3", respectively. Both calcium
and boron completely suppressed the induction of GPOX activity. Calcium and boron
displayed a positive interactive effect on root growth at pH 5.8 and 4.5, but not in the
presence of Al** and not in relation to cell viability or GPOX activity. In general, good
correlations were found between cell viability and GPOX activity. Taken together, the
data indicate a significant role of GPOX activity in the toxicity of H* and AI** and
suggest that although different, the toxicity of these ions possibly share some
common aspects and mechanisms. The data also corroborates other studies that
indicate the cell wall as a target of toxicity, particularly the pectic matrix. Further
studies should examine whether GPOX activity, which is induced by H* and AI** is
associated with pectin in the wall.

Keywords: Acidity; Aluminum; Guaiacol peroxidase; Pectin; Cell viability; Root
growth; SHAM
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

- guaiacol peroxidase

- diacetato de fluoresceina

- lodeto de propidio

- p-cloromercuriobenzoato

- espécies reativas de oxigénio

- polimero de carboidratos componente da parede celular primaria,
ramnogalacturéna Il

- Acido salicilhidroxamico
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1 INTRODUCAO

Os solos com pH abaixo de 5,5 sdo considerados acidos e constituem cerca
de 30% das areas agricultaveis do mundo (UEXKULL; MUTER, 1995). A maior parte
destes solos esta situada em paises da América do Sul, Sudeste Asiatico e Africa
Central, nos quais a producdo agricola é a base da economia. Além da acidez,
outros problemas relacionados a estes solos € a reducdo na disponibilidade de
cations como magnésio, calcio e potassio (MARSCHNER, 1991) e a alta
solubilizacdo de aluminio que adquire a forma do fon hexahidratado Al(H»0)s>",
também denominado simplesmente de AI** (VITORELLO; CAPALDI; STEFANUTO,
2005). Estes fatores, em seu conjunto, resultam na reducéo do crescimento radicular
e afeta o desenvolvimento da planta.

A toxicidade pelo aluminio tem sido bastante estudada (HORST; WANG;
ETICHA, 2010; KOCHIAN; HOEKENGA,; PINEROS, 2004; VITORELLO; CAPALDI,
STEFANUTO, 2005) mas ainda é pouco compreendida. Por sua vez, esta claro que
0 pH baixo em si inibe marcadamente o crescimento radicular (KOYAMA; TODA;
HARA, 2001; LAGER et al., 2010; YANG et al., 2005), mas este fato parece ser
pouco apreciado, pois ainda existem poucos estudos sobre a fitotoxicidade por H* e
0S mecanismos envolvidos sdo menos conhecidos ainda (VITORELLO; CAPALDI,;
STEFANUTO, 2005).

Existem algumas caracteristicas em comum entre a toxicidade por H* e AI**.
Sabe-se que tanto o AlI** (MA et al., 2004) quanto o H* (KOYAMA; TODA; HARA,
2001; SHABALA; NEWMAN, 1997) afetam principalmente células que estdo
expandindo, ou seja, onde a parede esta sofrendo modificacbes. No caso do Al,
estudos mais detalhados identificaram que as células mais sensiveis se localizam na
parte distal da zona de transicdo do apice das raizes (SIVAGURU et al., 1999).
Outra caracteristica € que a toxicidade de ambos é altamente dependente da forca
ibnica e da presenca de Ca?" e, em menor grau, de outros cations (DELHAIZE;
RYAN, 1995; KINRAIDE; RYAN; KOCHIAN, 1992; KOYAMA; TODA; HARA, 2001).
Por fim, existem diversas evidéncias na literatura de que tanto o H* quanto o AI**
afetam a parede celular (HORST; WANG; ETICHA, 2010; KOYAMA; TODA; HARA,
2001). Mais recentemente, estas evidéncias tem sido reveladas por estudos do perfil
de expressdo de genes induzidas por pH baixo (LAGER et al., 2010) e pelo AI**
(MARON et al., 2008; MATTIELLO et al., 2010).
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O AI** pode se localizar em sitios na parede celular causando desarranjos a
parede e afetando assim a sua estabilidade, principalmente sobre a matriz péctica
(BIBIKOVA et al., 1998; KOYAMA; TODA; HARA, 2001; MATOH; KOBAYASHI,
1998). Esse efeito pode ser visualizado em pélos radiculares em crescimento que se
rompem ao serem expostos a pH < 4,5 (BIBIKOVA et al., 1998; MONSHAUSEN et
al., 2007) enquanto que pélos que ja cessaram o seu crescimento ndo sao afetados.
Em sua revisdo, HORST et al. (2010) mostram a capacidade de o Al** interagir com
a parede celular alterando e modificando sua composic¢éo, tanto na produgdo de
celulose quanto na matriz péctica.

Outras respostas as injlrias causadas pela acidez e pelo AlI** sdo a
peroxidacdo lipidica e danos a membrana celular (YAMAMOTO; KOBAYASHI,
MATSUMOTO, 2001; YIN et al., 2010). Estes sao efeitos relacionados com o
afrouxamento das ligacdes da parede celular pela agéo de fons H* sendo que o AI**
podera se ligar a estes sitios no apoplasto (MIMMO; MARZADORI; GESSA, 2008). A
interacdo do AI** com a membrana celular pode causar reducdo na fluidez desta, o
gue pode resultar em outros efeitos como a inibicdo de canais de célcio (revisto por
HORST; WANG; ETICHA, 2010). PAVLOVKIN et al. (2009) demonstraram os efeitos
do baixo pH e AlI** sobre o potencial de membrana em Lotus corniculatus, onde
também foi identificado um efeito dose dependente de AI** sobre o crescimento
radicular em pH 4,0. Observaram também que ocorre maior despolarizacdo nas
células do apice radicular quando submetidas ao Al**.

A célula vegetal possui mecanismos de resposta perante estresses, dentre
eles, a modulacdo oxidativa da parede que envolve reacdes com espécies reativas
de oxigénio (ROS) (MONSHAUSEN et al., 2007; SAGI; FLUHR, 2006). As ROS sao
um grupo de moléculas (O;", H,O,, ‘OH) que possuem a capacidade de abstrair
elétrons de outras moléculas, danificando-as, tornando-as instaveis e até mesmo
reativas. As ROS possuem funcdes de defesa bidtica e abidtica assim como tém a
capacidade de atuar como moléculas sinalizadoras (revisado por APEL; HIRT,
2004). Embora quase sempre as espécies reativas sejam vistas como uma resposta
a um estimulo, elas sédo produzidas normalmente por diferentes vias metabolicas e
existe um balanco entre producdo e consumo pelos scavengers. Quando ocorre
perturbacdo por algum estresse este balanco pode ser comprometido e ocorrer
superproducio de espécies reativas (CHEESEMAN, 2007; CHO et al., 2011; ISERI
et al., 2011; MANDAL; DAS; MISHRA, 2011; MINIBAEYVA; GORDON, 2003).
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Peroxidases fazem parte de uma classe enzimatica possuidora de um grupo
heme com a capacidade de utilizar peréxidos na catalise de algumas reacdes
oxidativas. Em plantas, as peroxidases de classe Ill estdo envolvidas em processos
fisiolégicos ligados a parede celular (PASSARDI; PENEL; DUNAND, 2004,
PASSARDI et al., 2004). Diversos trabalhos tém demonstrado que tanto a acidez
como o AI** induz a atividade das peroxidases classe Il (MA; GAO; ZHANG, 2012;
YAMAMOTO; KOBAYASHI; MATSUMOTO, 2001; ZELINOVA et al., 2010). No
entanto, ainda ndo esta claro qual o papel destas enzimas na toxidez por estes ions.
TAMAS et al. (2003) encontraram uma correlagdo positiva entre a atividade de
peroxidases e a inibicdo do crescimento radicular causados por AlI** e propuseram
gue as peroxidases desempenham algum papel nesta inibicdo do crescimento
radicular. Em trabalho subsequente, este grupo propés que a inibicdo do
crescimento radicular foi causada pela morte de células resultante da producao de
H,O; pelas peroxidases (SIMONOVICOVA et al. 2004).

HOSSAIN et al. (2005) demonstrou que o CaCl, alivia os efeitos do Al** sobre
o crescimento radicular e reduz a atividade da peroxidase em trigo. O boro também
possui a capacidade aliviar os efeitos do Al** em raizes de trigo e possui efeito
sinérgico quando utilizado em combinacdo com cloreto de célcio (HOSSAIN;
ASGAR; et al., 2005). Tanto o célcio como o boro sdo essenciais na formacédo e
manutencdo da parede celular, interagindo com os acidos galacturénicos da matriz
péctica (COSGROVE, 2005). Deve-se mencionar que as peroxidases podem se
associar com a fracao péctica da parede celular (KUKAVICA et al., 2012). Assim, por
influenciar nas propriedades da pectina € provavel que tanto o célcio como o boro
possam afetar a atividade destas enzimas.

Dessa forma, analisamos o comportamento do crescimento radicular,
viabilidade celular e atividade das peroxidases classe Il frente ao pH acido com e

sem a presenca de Al**

, sendo estes fatores limitantes para o desenvolvimento
agricola. Avaliamos a atuacado do cloreto de célcio e do boro no alivio das respostas
as injurias das raizes de Micro-Tom através da avaliacdo da viabilidade celular e

modulacado oxidativa sobre a parede celular.
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2 REVISAO

13

2.1 Efeitos da agdo dos ions H" e AlI°" sobre o desenvolvimento radicular

Solos acidos ocorrem naturalmente seja em funcéo de sua génese ou devido
a fatores naturais de entrada de &cidos nitricos e sulfdricos pela atmosfera ou
mesmo por questdes antropogénicas. A acdo dos prétons sobre o solo eleva os
niveis de aluminio na forma de AI** e do manganés, o que promove toxidez as
plantas, assim como altera a disponibilidade de outros minerais, reduzindo a sua
absorcdo (MARSCHNER, 1995). O trabalho de ARNON & JOHNSON (1941)
demonstra os efeitos nocivos do pH sobre o desenvolvimento radicular de tomate
(Lycopersicum esculentum), alface (Lactuca sativa) e grama de Bermudas (Cynodon
dactylon) em diferentes condi¢cbes de pH, demonstrando que tanto a acidez quanto a
alcalinidade no solo interferem no crescimento radicular e na disponibilidade de
minerais para nutricdo vegetal demonstrando que os efeitos da acidez sdo mais
acentuados que os da alcalinidade.

O crescimento radicular depende, em grande parte, da expansao celular. A
regido de alongamento celular é o principal sitio de acao deletéria pelo pH acido, o
gue causa reducao no crescimento radicular (KOYAMA; TODA; HARA, 2001; YIN et
al., 2010), esses danos sdo causados devido a atividade de H*. Quando submetida a
acidez, a parede celular de toda a raiz estard exposta, levando a membrana e
elementos do citoesqueleto a interagir com H* do meio, ocasionando alteracdes
estruturais (VITORELLO; CAPALDI; STEFANUTO, 2005).

Foi observado comportamento diferenciado entre fava (Vicia faba L.) e milho
guanto a resposta do crescimento radicular em diferentes tratamento com pH. O
milho apresenta reducdo linear no crescimento radicular até pH 3,5, enquanto que a
fava apresenta uma abrupta reducdo no crescimento ao abaixar o pH até 5,0
seguida de reducdo linear até pH 3,5 (YAN; SCHUBERT; MENGEL, 1992), isso
mostra que o milho € menos sensivel que a fava. Os autores demonstraram ainda
gue em pH 4,0 ocorre maior respiracdo e producao de ATP pelas raizes de milho,
como reposta a remocdo de ions H" intracelular, nos primeiros 45 minutos de
tratamento. Em Arabidopsis thaliana as alterac6es sobre a parede celular ocorrem
nos primeiros 20 minutos do tratamento com pH &cido e Al** sendo que os primeiros

efeitos encontrados foram alteracdes no efluxo de hidrogénio e nos canais de
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potassio, acompanhado pela alteragdo no potencial de membrana das células
(BOSE et al., 2010).

Em A. thaliana o baixo pH reduz o crescimento radicular e aumenta o dano
celular em raizes que estdo se alongando em duas horas de tratamento e a
aplicacado de CacCl, alivia estes efeitos (KOYAMA; TODA; HARA, 2001). A reducéo
no crescimento ocorre provavelmente devido a acdo de jons H* sobre a parede
celular ser o deslocamento de cétions da parede celular, tornando-a mais negativa
em sua carga e causando desarranjos. Se a concentracdo de Ca®" for suficiente
para evitar esse deslocamento, temos o alivio da acidez (KINRAIDE, 1998).

Expansinas sdo proteinas presentes na parede celular que atuam sobre as
fibras celulésicas causando o seu afrouxamento, mas sem apresentar atividade
hidrolitica (COSGROVE, 2000a). Quando a parede celular de hipocdétilo de pepino é
testada quanto a sua extensibilidade, o pH acido causa uma rapida extensao,
comparado ao pH fisiologico. Este efeito ocorre devido ao afrouxamento das fibras
celulésicas. Quando tratadas termicamente para inativar as expansinas, ndo ocorre
extensdo do hipocotilo nem afrouxamento das ligacdes celulésicas (COSGROVE,
1997a). MCQUEEN-MASON et al. (1992) demonstra que estas expansinas possuem
acao em pH inferior a 5,0. Essa acao em ambientes acidos ocorre devida a extensao
acida da parede celular, permitindo movimentacfes entre as fibras celuldsicas,
alterando as ligacdes nao covalentes entre os polimeros, sem degradar ou quebrar a
parede celular, permitindo a sua extensao/afrouxamento (COSGROVE, 1997b, 1998;
MCQUEEN-MASON; COSGROVE, 1995).

Tanto a acidez como a toxidez por aluminio apresentam algumas
semelhancas, como reducdo do crescimento radicular e reducdo da viabilidade e
ambos ocorrem sobre a zona de alongamento celular (SIVAGURU; HORST, 1998).
Os efeitos toxicos do AI** vdo além destes, sendo capaz de alterar a morfologia
celular agindo diretamente sobre o citoesqueleto (SIVAGURU et al., 1999), atuar
sobre a membrana plasmatica enrijecendo-a e alterando o funcionamento dos
canais ibnicos (HORST; WANG; ETICHA, 2010), agindo sobre organelas como o0s
microtubulos (KOCHIAN, 1995) e alterando a producao de pectina e o seu grau de
metilacdo (ETICHA; STASS; HORST, 2005; VAN; KURAISHI; SAKURAI, 1994).

Um efeito notavel do AI** & célula vegetal é a capacidade de bloquear os
canais de Ca®" e K" (HUANG et al., 1996; JONES; KOCHIAN; GILROY, 1998;
KAWANO et al., 2004; LIU; LUAN, 2001; RENGEL; ELLIOTT, 1992) e ativar canais
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de anions (KOLLMEIER et al., 2001; RYAN et al., 1997) levando a despolarizacao
da membrana plasméatica (BOSE et al., 2010; PAVLOVKIN et al., 2009; SIVAGURU
et al., 2003).

Outra acao a ser citada, é a perda na capacidade de a parede celular se
alongar, com a ligagéo do AlI**, ocorre aumento na producéo de pectina ndo metilada
(e/ou provoca a sua demetilagdo) aumentando a carga negativa da parede (ETICHA,
STASS; HORST, 2005; VAN; KURAISHI; SAKURAI, 1994). A reducdo na carga
como consequéncia da demetilacdo das homogalacturonas da parede celular
primaria, reduz a forca mecéanica, em caules de A. thaliana (HONGO et al., 2012). A
presenca do AlI** no apoplasto em contato com a membrana plasmatica altera a sua
viscosidade e também promove a perda na elasticidade da parede em alongamento,
em Triticum aestevum L., seja no cultivar sensivel ou no resistente (MA et al., 1999,
2004).

Apesar de diversos trabalhos relatarem os efeitos nocivos do Al** as células
vegetais, KINRAIDE (1993) demonstrou que o AlI** em subdoses (inferior a 1 pM) a
pH 4,2, é capaz de aumentar o crescimento radicular de Triticum aestevum L.
quando comparado ao pH 4,2 sem Al**. Esse fendmeno ocorre pela mesma razéo
com que o célcio e outros cations aliviam o efeito do pH acido: se ligando aos pontos
da parede celular que foram quebrados pelos ions H*. Mas esse ndo € um fenémeno
universal e ocorre apenas quando o Al** encontra-se em dosagem extremamente
baixa, 0 que ndo deve ser confundido com plantas que séo tolerantes a esse metal,
como Brachiaria sp. (OSAKI; WATANABE; TADANO, 1997).

Além dos efeitos supracitados, a elevacdo na atividade das peroxidades
classe 11l também ocorre quando plantas s&o submetidas a pH &cido e AlI** (LAZOF;
HOLLAND, 1999; MA; GAO; ZHANG, 2012; MARTINS et al., 2011;
SIMONOVICOVA et al., 2004; TAMAS et al., 2005; XUE; TAO; YANG, 2008). A
elevacdo na atividade desta enzima provoca enrijecimento da parede celular
lignificando-a (IIYAMA; LAM; STONE, 1994; MCLUSKY et al., 1999; MINIBAEYVA,
GORDON, 2003) provavelmente em resposta a um burst oxidativo causado pelas
injurias.

As peroxidases pertencem a uma classe de enzimas que reduzem o H,0,
pela oxidagcédo de algum substrato. Dentre estas enzimas, as peroxidases classe Il
sdo liberadas para o apoplasto sendo chamadas peroxidases de parede
(CESARINO et al., 2012; PASSARDI et al., 2005). Estas peroxidases sao
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multifuncionais e seu funcionamento sobre a parede ainda ndo é totalmente
elucidada. Paradoxalmente, possuem tanto a capacidade de promover o rompimento
de ligacdes entre os polissacarideos, afrouxando a parede e facilitando o
alongamento celular, como também promovem a oxidacdo de compostos fendlicos
presentes na parede celular lignificando e enrijecendo o tecido (KUKAVICA et al.,
2012; PASSARDI; PENEL; DUNAND, 2004).

As peroxidases podem se ancorar a parede através de ligacfes ibnicas ou
covalentes ou ainda estar sollveis no apoplasto (QUIROGA et al., 2000), podem
ainda interagir com a matriz polissacaridica através de interacdo de Van der Waals,
pontes de hidrogénio ou por interacdes hidrofébicas (JAMET et al., 2006). A forma
como as peroxidases se ligam a parede celular, parece estar relacionada com a sua
acao, pois apresenta diferentes propriedades de acordo com o0 modo como se ligam,
podendo atuar no consumo ou producédo de peroxido (KUKAVICA et al., 2012).

2.1.1 O calcio na parede celular

A parede celular primaria € constituida por cerca de 90% de polissacarideos,
gue possuem uma porcao péctica (20-35% do peso fresco da parede) e outra de
hemicelulose (ROSE, 2003). A porcao hemicelulésica da parede celular € formada
pela ligacdo de celulose a polissacarideos a base de glucanos, xilanos e mananos
enquanto que a matriz péctica tem sua formacao baseada em acidos galacturénicos
(COSGROVE, 2005; SOUZA et al., 2012). A celulose € formada pelo complexo
celulose sintase enquanto que a matriz péctica tem formac&do no complexo de Golgi
gue sera liberada no apoplasto. Essas duas fracdes irdo interagir entre si formando
ligacbes cruzadas entre elas no apoplasto. SOUZA et al. (2012) mostrou que a
hemicelulose de cana-de-acucar € formada por arabinoxilano, ligado tanto a B-
glucano como a xiloglucanos. A celulose é formada por ligagdes B -1, 4-glucano,
enquanto a pectina possui ligagdes a-1, 4- ligadas a acidos galacturbnicos e
pequenas partes de ramnose (POPPER; SADLER; FRY, 2003; WILLATS et al.,
2001).

O boro participa de ligacbes cruzadas entre acidos galacturénicos (RG-II)
regulando a porosidade da matriz péctica (COSGROVE, 2005; WILLATS et al.,
2001), enquanto o célcio atua na manutencdo da integridade estrutural da parede
celular. As ligagBes covalentes feitas durante a formagdo da matriz péctica indica

gue o boro esta associado aos residuos apiosidicos da cadeia RG-Il, enquanto que
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o0 calcio participa do ancoramento da homogalacturonas (COSGROVE, 2005;
VINCKEN et al., 2003).

O célcio (Ca?") presente no tecido celular vegetal encontra-se em sua maior
parte localizado na parede celular (CLARKSON, 1984). Este ion apresenta a
capacidade de aliviar os efeitos de reducédo do crescimento radicular em pH &cido,
na presenca de metais toxicos e em ambiente salino (HOSSAIN; OHNO; et al., 2005;
SILVA; MORAES; SOUZA, 2011; TIAN et al., 2011; TUNA et al., 2007). Embora o
Ca?* possua tais propriedades, sdo poucos (ou nenhum) os trabalhos que
relacionam a reduc&o nos danos com a atividade peroxidase.

Ja foi demonstrado que no estresse salino a peroxidase nos tecidos das
folnas de milho (Zea mays L. cv G.S. 646; Galilee-Seeds, Haifa, Israel) néo
apresenta alteracdo quanto a sua atividade apds 18 horas de tratamento. Contudo
ocorreu elevacdo na atividade das peroxidases apoplasticas quando as plantas
submetidas a estresse salino foram suplementadas com 5 mM de Ca** (SHORESH;
SPIVAK; BERNSTEIN, 2011). Os autores atribuiram esse efeito de elevacdo na
atividade enzimatica, ao fato de em estresse salino ocorrer remocao de cations de
célcio da parede, com a suplementacdo de Ca®" a solucdo, ird ocorrer maior
complexacao do calcio aos pectatos, permitindo maior ancoramento das peroxidases
apoplasticas a parede celular.

Existem trés possiveis mecanismos de alivio do Ca?* sobre os efeitos de
acidez e toxidez por AlI** (KINRAIDE, 1998). Um deles é pela remocéo do cétion
toxico da parede celular pelo Ca?*. Outro é sua ligacéo ao sitio de onde o cation foi
removido e o outro, é pela interacdo entre o Ca’" e a parede celular ser mais

especificas que as do elemento por ele removido, impedindo a sua ligacao.
2.1.2 O boro naparede celular

A influéncia do boro sobre o crescimento e desenvolvimento radicular &
conhecida a longo tempo, como nos trabalhos de ALBERT; WILSON (1961),
HOAGLAND; ARNON (1950), JOHNSTON; DORE (1929), ODHNOFF (1957). Assim
como o calcio, o boro esta presente principalmente na parede celular (cerca de 97-
98% do boro absorvido) (HU; BROWN; LABAVITCH, 1996). O boro complexa-se
espontaneamente com compostos da parede com grupo diol na posicdo cis na
proporcdo de até 90% do boro celular. Pela regresséo entre a quantificacdo de boro

na parede celular e a quantia de polissacarideos presente na RG-Il, foi demonstrado
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gue ndo ha formacdo de dimeros RG-Il sem boro e da mesma forma nédo havera
boro ligado a parede celular sem a formacao destes dimeros, isto para 24 espécies
de plantas superiores (MATOH; KAWAGUCHI; KOBAYASHI, 1996).

I** em uma dicotiledonea

Um dos primeiros trabalhos utilizando boro e A
pertence a STASS, KOTUR e HORST (2007). Os autores demonstraram que 0S
sintomas causados pelo AI** sdo semelhantes aos causados pela deficiéncia de
boro, como reducdo do crescimento radicular, lesbes e formacéo de calose, sendo
gue ocorre reversado pela adicdo de 50 uM boro a solucdo. Efeito esse provavel
devido ao boro reduzir a carga negativa da parede

A mobilidade do boro no floema da planta é baixa sendo considerado que
depois que ocorre a sua complexacao a parede celular sua movimentacao é restrita
a areas proximas (BROWN; SHELP, 1997; SHELP et al., 1995). YU et al. (2009)
avaliou diferentes formas de adicionar o boro para aliviar a toxidez por AI** em
ervilhas (Pisum sativum). Ao realizar pré-tratamento com 50 pM de boro dois dias
antes de trata-la com AI** ocorreu reducdo de aproximadamente metade na
absorcéo de AI** pela parede celular, indicando que o boro inibe os efeitos nocivos
do AI** evitando que este se ligue e acumule-se na parede celular, devido ao boro

ter reduzido as cargas negativas da parede celular.
2.1.3 Calcio e boro no alivio da toxidez por aluminio

Existe ainda a possibilidade de o calcio e o boro atuarem sinergicamente no

alivio dos efeitos téxicos causados pelo Al**

. Este efeito provavelmente é devido as
interacdes quimicas que ocorrem entre o calcio e o boro com a parede celular, fato
demonstrado quando é feita a quantificacdo na parede celular de raizes de trigo
tratadas com 40 uM de boro e 2500 uM de cloreto de calcio ser maior que o controle.
Esse resultado é mantido ao adicionar Al*" & solucéo indicando que ocorre reducéo
da interacdo do AI** & parede celular (HOSSAIN; ASGAR; et al., 2005).

KOYAMA et al. (2001) trabalharam com diferentes cations e encontraram que
0s céations com maiores valéncias apresentam melhores efeitos no alivio dos efeitos
deletérios provocados pelo baixo pH e que, a combinacdo de Ca®* e boro
apresentou sendo mais efetivo no alivio, indicando que os efeitos deletérios

provavelmente ocorrem em funcdo das alteragfes que ocorrem na matriz péctica.
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2.2 0Ouso do Micro-Tom

MEISSNER (2002) propdem o tomateiro em miniatura, Micro-Tom (Solanum
lycopersicum L.) como modelo genético devido a suas caracteristicas de cultivo
serem semelhantes ao de Arabidopsis thaliana, em especial quanto ao seu tempo de
vida completo com producdo de sementes de 70 a 90 dias, tamanho do substrato
podendo ser de 50 a até 200 mL e facilidade em obter novos mutantes através de
cruzamentos. O padrdo morfogenético existente no tomateiro, o coloca como um
modelo adicional de dicotiledGneas frente a A. thaliana (PRATT et al., 1997).

Este cultivar pode crescer com uma densidade de até 1357 plantas.m? e em
condicdes ideais, seus frutos amadurecem em 70 dias ap6ds a germinacdo. Com isso
temos milhares de plantas em trés ou quatro geracoes, facilitando a conducéo de
sitios-secundarios de mutacdes. Estes fatores s6 veem a contribuir para o uso desta
cultivar em estufas (EMMANUEL; LEVY, 2002).

CAMPOS et al. (2010) em uma breve revisao sobre o uso do Micro-Tom como
planta modelo demonstram os potenciais que esta cultivar apresenta na descoberta
de funcbes e mecanismos hormonais, levando a possiveis descobertas de
interacbfes quanto a respostas. MONTEIRO et al. (2012) realizaram um estudo
amplo sobre a caracterizacdo do Micro-Tom e seus mutantes hormonais quanto ao
status oxidativo e atividade enzimatica relacionada, assim como a caracterizacao
histolégica de folhas e raizes.

As sementes utilizadas em nossos experimentos, foram cedidas pelo
Laboratério de Controle Hormonal do Desenvolvimento Vegetal da ESALQ, sob

coordenacao do Prof. Dr. Lazaro Eustaquio Pereira Peres.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais

Este trabalho teve como objetivo a caracterizagdo das respostas radiculares
da cultivar Micro-Tom de tomateiro a toxidez por H* e AI** e a avaliacdo da
capacidade do célcio e do boro em aliviar esta toxidez quanto a inibicdo do
crescimento radicular, queda na viabilidade celular e alteragbes na atividade das

peroxidases classe Il
3.2 Objetivos especificos:

" Determinar curvas de resposta do crescimento radicular em diferentes
valores de pH, em funcéo de concentracdes variaveis de calcio e boro;

" Realizar uma analise temporal das variacfes na viabilidade celular das
raizes e da atividade de GPOX em raizes submetidas a acidez;

I** e a efetividade do

" Analisar o crescimento radicular, na presenca de A
Ca*" e do boro no alivio dos efeitos deletérios;

" Avaliar a viabilidade celular e a modulacao da atividade de GPOX em
raizes submetidas a diferentes valores de pH, na presenca ou ndo de Al** e a
capacidade do Ca** e do boro em promover o alivio;

" Avaliar o papel da GPOX na interacdo da parede celular com o dano

por H™.
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4 MATERIAL E METODOS

Todo o trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Celular e
Molecular do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP), Piracicaba,

Sao Paulo.
4.1 Material vegetal e conducgéo das plantulas

Foi utilizado como modelo experimental a cultivar Micro-Tom de tomateiro
(Solanum lycopersicum L. cv Micro-Tom) e a desinfestacdo das sementes foi feita
em hipoclorito de sdédio comercial a 10% com algumas gotas de detergente, sob
agitacdo por 15 minutos, seguido por trés lavagens com agua destilada de cinco
minutos cada. Apos as lavagens, as sementes foram germinadas em agua destilada
em incubadora com agitacao (100 rpm) a 28°C por 48 h no escuro.

Apés a germinacao, as plantulas com raiz de tamanho uniforme (1-2 cm),
foram distribuidas em frascos de erlenmeyer (10 plantas por repeticdo de cada
tratamento) com solucdo de tratamento (volume final de 30 mL) e aeradas
constantemente por uma bomba de diafragma para aquario. Os frascos foram
cobertos de modo a ficarem totalmente no escuro. Trabalhando com plantas
germinadas ha 48 h foi obtido pequena variabilidade no comprimento e crescimento
radicular, uma vez que a nutricdo destas ocorre principalmente por suas reservas,

facilitando a caracterizacéo dos tratamentos (Figura 1).

|
|

Figura 1 - Sementes de Micro-Tom ap0s dois dias de germinagéo, antes de iniciar 0s
tratamentos
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4.2 Solugdes de tratamento
4.2.1 Solucéao controle e tamponamento de pH

O maior tempo experimental utilizado foi de 24 h. Desse modo, a solugéo de
tratamento controle consistiu apenas de 1 mM de tampao homopipes (CAS: 202185-
84-0) a pH 5,8 e 0,5 mM de CaCl,. Além do pH 5,8, foram usados tratamentos a pH
4,0 e 4,5, em solucao igual ao do controle. O ajuste do pH de cada solucéo de
tratamento foi feito na solucdo estoque de homopipes (10 mM) utilizando &cido
cloridrico (HCI). Foi demonstrado por BORGO (2010) que o uso de homopipes néo

afeta o crescimento de cultura de células de tabaco (Nicotiana tabacum L.) BY-2.
4.2.2 Tratamentos com célcio

Para avaliar os efeitos do Ca®* nas respostas das raizes a pH acido, apds as
48 h de germinagdo as plantulas foram colocadas nas solugdes de tratamento
contendo de 0,5 a 20 mM de CaCl, a pH 5,8, 4,5 ou 4,0, durante até 24 h.

4.2.3 Tratamentos com boro

Para avaliar os efeitos do boro nas respostas das raizes a pH acido, as
sementes germinadas foram distribuidas nas solu¢des com diferentes concentracdes
de boro (0 — 40 uM H3BO3) (YU et al., 2009) em 0,5 mM de CaCl, nos tratamentos
com pH 5,8 ou 4,5 ou 4,0.

4.2.4 Tratamentos com calcio e boro

Foi verificado se o calcio e boro, quando utilizando em conjunto, possuem
efeito aditivo no alivio dos efeitos deletérios provocados pela acidez e pela toxidez

1>

por Al*". Para isso foi utilizada a concentracdo de 10 mM de CacCl, e 30 uM de boro.

4.2.5 Tratamentos com Al®*

O AI** foi utilizado na forma de AICl; em solugéo estoque com pH 4,0, o que
garante a ndo precipitacdo do aluminio e também que ele se apresenta na forma de
AI**. Nos tratamentos utilizou-se a concentracdo final de 10 pM, por ser efetivo em

reduzir pela metade o crescimento radicular.
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4.3 Anélise do crescimento radicular

A andlise do crescimento radicular foi feita utilizando imagens digitais obtidas
com uma camera fotogréafica Sony Cyber-shot DSC-S730 das plantulas antes e apos
24 h de tratamento. Foi utilizado o programa ImageJ (ABRAMOFF; MAGALHAES;
RAM, 2004) (http://rsb.info.nih.gov/ij/) e uma régua colocada ao lado das plantulas

serviu de escala nas imagens. As medicdes iniciais e finais do comprimento radicular
foram realizadas, e pela diferenca entre elas, determinou-se o crescimento radicular.
Utilizando 10 plantas por repeticdo, determinamos a média de crescimento. Foram
feitas 3 repeti¢cdes e calculado a média e o erro padréo entre elas.

Foi calculado o crescimento radicular relativo, onde a referéncia (100%) para
cada pH foi o crescimento em 0,5 mM de CaCl,, naquele mesmo pH.

4.4 Analise da viabilidade celular

ApOs os tratamentos, a viabilidade das células das raizes foi avaliada por dois
modos, através da absorcdo de azul de Evan’s pelas células danificadas, ou
utilizando iodeto de propidio (CAS: 25535-16-4) e diacetato de fluoresceina (CAS:
596-09-8).

4.4.1 Absorcao de azul de Evan’s

Para verificar como os tratamentos alteraram a viabilidade celular, foram
feitas avaliagdes da absor¢cado de azul de Evan’s. Apds o tratamento as raizes foram
imersas em 5 mL de azul de Evan’s (0,25%: p/v) por 10 minutos, seguido por trés
lavagens com agua destilada de 3 minutos cada. As raizes coradas e lavadas foram
observadas em estereoscopio Leica S8 APO equipado com uma camera digital
Leica DFC290 e um modulo de medicdo LAS Leica Measure (YAMAMOTO;
KOBAYASHI; MATSUMOTO, 2001).

Além da avaliacao visual, foi feita a quantificacdo do azul de Evan’s absorvido
pelas raizes utilizando 0,5 cm do apice de 10 raizes. Estas foram colocadas em
frasconetes de 1,5 mL, podendo ser congeladas com nitrogénio liquido e mantidas a
-20°C para posterior andlise. A extracdo do corante absorvido pelas células mortas
ou danificadas foi feita adicionando 700 pl de dimetilsulféxido — DMSO — por uma

hora e a leitura foi feita em espectrofotbmetro com comprimento de onda de 600 nm,


http://rsb.info.nih.gov/ij/
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de acordo com JACYN BAKER e MOCK (1994) e SIMONOVICOVA et al. (2004),

com algumas modificagdes.
4.4.2 Localizacdo de dano celular por fluoresceina e iodeto de propidio

Também foi avaliada a localizagdo do dano celular utilizando iodeto de
propidio (Pl) e diacetato de fluoresceina (FDA) (CORRALES; POSCHENRIEDER;
BARCELO, 2008; KOYAMA; TODA; HARA, 2001). Esta analise foi feita preparando
uma solucédo 12 uM de FDA e 7 uM de PI, onde as raizes foram imersas e apos 3
minutos foram enxaguadas com agua deionizada.

O FDA é permeavel a membrana e, apés entrar em uma célula viavel, ocorre
a hidrdlise dos grupos acetato, pela acao de esterases ndo especificas, formando a
fluoresceina, que absorve luz com comprimento de onda a 475 nm e emite
fluorescéncia verde a 540 nm. A fluorescéncia foi visualizada utilizando o conjunto
de filtros L5 (excitagdo BP 480/40 nm, espelho dicroico 505 nm e emisséo BP 527/30
nm, Leica) no microscopio de fluorescéncia LEICA DM6000B, e as imagens
capturadas com o uso do software LAS AF. O iodeto de propidio atravessa as
membranas lesadas e se liga as fitas de DNA e/ou RNA das células danificadas,
emitindo fluorescéncia vermelha no comprimento de onda de 625 nm quando
excitado a 530 nm. A fluorescéncia foi visualizada utilizando o conjunto de filtros N21
(excitacdo BP 525/60 nm, espelho dicroico 580 nm e emissao LP 590 nm, Leica)
(JONES; SENFT, 1985).

4.5 Atividade de peroxidase (GPOX)

As peroxidases classe Ill atuam na modulacdo oxidativa da parede e em
processos de enrijecimento e afrouxamento desta (PASSARDI; PENEL; DUNAND,
2004; PASSARDI et al., 2005).

Para avaliar a atividade desta classe de enzima foi utilizado como substrato o
guaiacol. Por questdes histéricas e principalmente por este substrato ser comumente
utilizado nos ensaios destas peroxidases, na literatura, € comum denominar estas
enzimas de guaiacol peroxidases (GPOX). O ensaio de atividade consistiu na
utilizacdo de perdxido de hidrogénio, o qual é utilizado pela enzima para oxidar o
guaiacol (CAS: 90-05-1), formando um composto de cor ambar, o tetraguaiacol, que
absorve a luz no comprimento de onda de 470 nm (AMAKO; CHEN; ASADA, 1994;
DOERGE; DIVI; CHURCHWELL, 1997; MIKA; LU, 2003). A atividade da enzima é
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expressa como o consumo de guaiacol por minuto por miligrama de tecido, com
estequiometria de quatro moléculas de guaiacol para cada tetraguaiacol formado, foi
utilizado o valor do coeficiente de extingdo molar de 26,6 mM™ cm™, seguindo os
parametro do fabricante (Sigma-Aldrich).

As raizes (10 por repeticdo) foram removidas dos tratamentos e lavadas em
agua deionizada, e 0,5 cm dos apices foram cortados e colocados em frasconetes
com 50 uM de pCMB (CAS: 59-85-8), que é um inibidor de ascorbato peroxidase,
em tampao fosfato (50 mM, pH 7,0) (AMAKO; CHEN; ASADA, 1994). ApGs cinco
minutos de incubacao, foi adicionado 1 mM de guaiacol e 2 mM de perdxido de
hidrogénio, iniciando a reagdo. Apd6s 10 minutos de reagdo foram realizadas as
leituras em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 470 nm.

Foi avaliado se a inibicdo da atividade das peroxidases classe Il pela
aplicaggdo de 05 mM de &cido salicilhidroxiamico (SHAM) (DUNAND;
CREVECOEUR; PENEL, 2007) comprometeu a viabilidade celular, nos tratamentos

com pH 5,8, 4,5 e 4,0 com diferentes tempos de exposicao.

4.6 Analise estatistica

Foi avaliada a normalidade das variaveis pelo teste de Cochran seguido pela
analise de variancia (ANOVA) com duas ou trés variaveis. Foram feitos os testes de
Duncan para avaliar as diferencas entre o crescimento radicular nos tratamentos

com AIP*

. Para as demais variaveis foi utilizado teste de Tukey, inclusive para analise
da interacdo entre calcio e boro. Foi utilizado o software Statistica 7.0 para as
analises estatisticas. As regressfes foram feitas utilizando o Excel 2010 e

analisadas pelo teste de Durbin-Watson no Statistica 7.0.
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5 RESULTADOS
5.1 Efeitos da acidez sobre raizes de Micro-Tom

A exposicdo de raizes de Micro-Tom a pH 4,0 com 0,5 mM de CaCl,
promoveu perda na viabilidade no &pice radicular principalmente sobre a zona de
alongamento celular, como pode ser observado na Figura 2 utilizando azul de Evan’s
para identificar as células que foram lesadas. Embora tenhamos encontrado que a
exposicdo das raizes por 6 h a pH 4,0 com 0,5 mM de CaCl, promoveu perda na
viabilidade, néo identificamos com qual rapidez ocorre. Fazendo a quantificacéo de

azul de Evan’s absorvido pelas células lesadas utilizando DMSO como solvente,

realizamos a quantificacao deste corante em diferentes tempos de tratamento.

Figura 2 - Viabilidade celular em apice radicular de Micro-Tom apds 6 h de exposicdo a
pH 4,0 em 0,5 mM de CaCl, e 1 mM de homopipes. A avaliagdo da viabilidade
foi feita utilizando azul de Evan’s, que penetra nas membranas lesadas e/ou
rompidas corando estas células de azul e indica que os danos sdo mais
pronunciados na regido de alongamento celular.

A absorgao de azul de Evan’s foi utilizada como indicativo de dano celular e
com 30 minutos de tratamento em pH 4,0, ja ocorreram danos suficientes para
apresentar uma diferenca significativa em relacdo ao pH 5,8 (Figura 3). As raizes
tratadas com pH 4,0 apresentaram elevacéo crescente na quantificacdo de azul de
Evan’s e com 6 h de tratamento a quantidade de azul de Evan’s absorvido pelas
raizes em pH 4,0 foi 10 vezes maior que em pH 5,8, sendo este o tempo utilizado

para avaliacdo da viabilidade das raizes nos tratamentos.
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Figura 3 - Quantificacdo de azul de Evan’s nos apices radiculares de Micro-Tom

expostas a pH 4,0 e 5,8, em solu¢cdo com 0,5 mM de CaCl, e 1 mM de
tampao homopipes, em diferentes tempos de tratamento. Barras representam
erro padrao (n=20)

Como ocorrem alteracbes na atividade das peroxidases classe Ill em raizes
expostas a acidez (MARTINS et al., 2011), foram feitas analises da atividade destas
enzimas, utilizando o guaiacol como substrato (MAIKINEN; TENOVUO, 1982).
Investigamos com qual velocidade a atividade de guaiacol peroxidase (GPOX) foi
induzida pela exposicéo das raizes a pH 4,0. A analise da atividade GPOX no tempo
revelou que a inducdo em sua atividade ocorre entre 2 e 3 h de tratamento com pH
4,0. A atividade da GPOX se eleva continuamente por até 8 h de tratamento, onde
ocorre a maior atividade da enzima, sendo que com 12 horas de tratamento ha uma
pequena reducdo em sua atividade (Figura 4). As peroxidases de parede promovem
a oxidacao de substratos reduzindo o H,O,. Sua funcdo pode ser de enrijecimento
da parede celular (MATSUMOTO; MOTODA, 2012) ou de afrouxamento (LISZKAY;
KENK; SCHOPFER, 2003). Estes processos ocorrem devido a presenca de
diferentes isoformas das peroxidases de parede (KUKAVICA et al., 2012).
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Figura 4 - Quantificacdo da atividade de guaiacol peroxidase (GPOX) nos 4pices

radiculares de Micro-Tom expostas a pH 4,0 e 5,8, em solu¢cdo com 0,5 mM
de CaCl, e 1 mM de tampé&o homopipes, em diferentes tempos de tratamento.
Barras representam erro padrao (n=20)

Foi observado que a exposicao a pH 4,0 resultou em perda da viabilidade nas
raizes de Micro-Tom e que quanto maior o tempo de tratamento, maiores sdo 0S
danos, utilizando a quantificacdo de azul de Evan’s. De forma semelhante houve
inducdo na atividade GPOX apOs os danos se iniciarem, isto €, a perda na
viabilidade iniciou-se com 30 min de tratamento com pH 4,0 e a atividade GPOX foi
induzida apos 2 h de tratamento. Fazendo a correlacdo entre a perda na viabilidade
e a atividade GPOX, obtemos uma boa relacdo entre eles, sendo este um indicio de
gue a inducdo na atividade GPOX ocorreu em funcdo de alteracbes na parede
celular promovida pela acdo dos ions H* que levou a perda na viabilidade (Figura 5).
Este é um indicio de que a elevacao na atividade das peroxidases de parede poderia
estar ocorrendo em resposta aos danos celulares evitando que haja maior perda na

viabilidade enrijecendo a parede.
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Figura s - Correlagcdo entre absor¢cdo de azul de Evan’s e atividade de guaiacol

peroxidase (GPOX), representada pela equacéo y = 13,712x - 0,1597 com R2
= 0,9592, nos 4pices radiculares de Micro-Tom expostas a pH 4,0 e 5,8, em
solucdo com 0,5 mM de CaCl, e 1 mM de tampao homopipes, em diferentes
tempos de tratamento. Barras representam erro padréo (n=20)

Buscando conhecer se a atividade GPOX desempenhou algum papel na
perda da viabilidade, foi empregado 0,5 mM de acido salicilhidroxamico (SHAM), que
€ um inibidor destas enzimas e feita analise da viabilidade das raizes de Micro-Tom
pela absorgdo de azul de Evan’s utilizando as solu¢cbes com pH 5,8, 4,5 e 4,0 com
0,5 mM de CaCl,. A inibicdo das peroxidases de parede pelo SHAM em solugcdo com
pH 5,8, ndo promoveu alteracdo na viabilidade celular por até trés horas de
tratamento. Em pH 4,5, houve reducdo na viabilidade das raizes em funcdo da
inibicdo das peroxidases classe Ill por SHAM ja com 1 h de tratamento, sendo 1,7
vezes maior que no controle sem inibicdo e apés 3 h de exposicdo, o acréscimo na
quantificacdo de azul de Evan’s foi de 2,4 vezes. Este efeito foi mais acentuado a pH
4,0, onde a absorcado de azul de Evan’s na presenca de SHAM com apenas uma
hora de tratamento apresentou valor 3 vezes maior (Figura 6), sendo o valor

semelhante ao encontrado com 3 h de tratamento sem o inibidor.
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Figura 6 - Efeito da utilizagdo de 0 (- ) ou 0,5 mM de SHAM ( +) sobre a viabilidade das

raizes de Micro-Tom com diferentes tempos de exposi¢cdo em solucdo com
0,5 mM de CaCl, e 1 mM de homopipes (pH 5,8 ou 4,5 ou 4,0). A viabilidade
foi avaliada através da absorg¢ao de azul de Evan’s pelas células lesadas nas
raizes submetidas aos tratamentos

5.2 O calcio alivia os efeitos deletérios da acidez e toxidez por aluminio
5.2.1 Efeito do célcio sobre o crescimento radicular

A inibicdo do crescimento radicular € um dos primeiros indicativos de que as
raizes estdo sofrendo algum estresse, seja ele salino, hidrico, por deficiéncia de
algum nutriente ou presenca de um metal toxico, e ocorre principalmente pela
inibicdo do alongamento celular (DIAZ et al., 2011; ISERI et al., 2011; KOYAMA;
TODA; HARA, 2001; LUKASZEWSKI; BLEVINS, 1996; VAN; KURAISHI; SAKURAI,
1994; YAN; SCHUBERT; MENGEL, 1992).

A Figura 7-A ilustra o crescimento radicular de Micro-Tom apos 24 h de
tratamento, em funcéo da concentracdo de CaCl, em pH 5,8, 4,5 e 4,0. Observou-se
gue em pH 5,8 e 4,5 o crescimento radicular foi pouco alterado pelo aumento na
concentracdo de Ca?". O tratamento com pH 4,0 promove cerca de duas vezes a
reducdo no crescimento radicular. A utilizacdo de Ca?' para aliviar os efeitos
deletérios do pH 4,0 sobre o crescimento radicular, mostrou-se efetivo ja com

apenas 1 mM, melhorando o crescimento em mais de uma vez e meia, porém a
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utiizagdo de 10 mM que fez o crescimento radicular igualar-se ao controle
(APENDICE A). O crescimento radicular relativo, para cada pH, mostra que o
tratamento com 10 mM de CaCl,; em pH 4,0 aumentou cerca de duas vezes e meia
o crescimento radicular comparado ao 0,5 mM de CaCl, do pH 4,0 (Figura 7-B).
Dessa forma, foi determinado que as concentracdes utilizadas para avaliar 0s

demais parametros seriam o controle com 0,5 mM e 10 mM de CacCl..

ot

4 - —O—pH58 ——pH45 —m-pH4,0

-
N
1

-
o
L

£
E
£
3
N
]
s
S
3
2
T
s ©
L
0
et
£
(V]
E
O
2]
o
—
o

300

S0 1 B
0 T T T T
0 5 10 15 20
Calcio (mM)
Figura 7 - A — Crescimento radicular e B — CRR (crescimento relativo radicular) de

Micro-Tom apés 24 h de tratamentos com diferentes concentragdes de CaCl,
e 1 mM de tampéo homopipes em pH 5,8, 4,5 e 4,0. Barras representam erro
padrédo (n=30)
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Existem trabalhos que mostram que 5 pM de AI** j& é o suficiente para
produzir efeitos toxicos sobre a raiz suficiente para reduzir o crescimento radicular a
20% (LAZOF; HOLLAND, 1999), porém a avaliacdo do crescimento radicular de

Micro-Tom submetido a diferentes concentracdo de AlI®*

revelou que 10 pM
promoveu a reducdo no crescimento em 50% (resultados ndo apresentados). Foi
avaliado o crescimento radicular de plantas de Micro-Tom expostas por 24 h a 10
uM de AI** e se o Ca?* possui a capacidade de aliviar seus efeitos deletérios.

Em pH 4,5 com 10 uM de AI*', as raizes de Micro-Tom apresentaram
reducdo no seu crescimento, sendo 1,3 vezes menor que na sua auséncia. Em pH
4,0 o crescimento radicular foi duas vezes menor que no controle e a presenca de
AI** ndo provocou reducdo significativa (Figura 8). Ao suplementar 10 mM de CaCl,
a solucao acida, ocorreu alivio de seus efeitos deletérios, promovendo o crescimento
radicular em 1,3 vezes no pH 4,5 e em quase 2,3 vezes no pH 4,0. Quando avaliado
se 10 mM de CacCl, aliviaria os efeitos da toxidez causada por Al**, observa-se que
ocorreu inibicdo dos efeitos negativos da presenca de AI** e promocdo do

crescimento radicular em duas vezes no pH 4,0 e em 1,8 no pH 4,5.
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Figura 8 - Crescimento radicular de Micro-Tom apés 24 h de tratamento com 0,5 mM ou

com 10 mM de CaCl, e 1 mM de tamp&o homopipes, expostas a 0 ou 10 pM
de AICI;. Barras representam erro padrdo (n=30). Foi realizado o teste de
Duncan para os tratamentos. Letras diferentes representam diferenca entre
os tratamentos (a=0,05)
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5.2.2 Efeito do célcio sobre a viabilidade celular

Uma vez que com 6 h de tratamento jA& ocorrem danos as raizes de Micro-
Tom (Figura 3), foi feita a avaliagdo desta viabilidade nas raizes submetidas aos
tratamentos com pH 5,8, 4,5 e 4,0 na presenca de 10 pM de AI** ou em sua
auséncia. Foi avaliado ainda se 10 mM de CacCl, aliviou os efeitos deletérios
apresentados. Essas avaliag6es foram feitas através da analise da absorcao de azul
de Evan’s e pela fluorescéncia com fluresceina e iodeto de propidio.

As raizes do controle — pH 5,8 em 0,5 mM de Ca®" - apresentaram-se viaveis
e a suplementacéo de 10 mM de Ca®* ndo comprometeu a sua viabilidade (Figura 9;
Figura 10 e 11 A, D). No tratamento &acido, os danos foram mais visiveis em pH 4,0
(Figura 10 e 11 C) que em pH 4,5 (Figura 10 e 11 B). A quantificagéo de azul e
Evan’s em pH 4,5, apresentou valores iguais ao do controle (Figura 9) enquanto que
em pH 4,0 essa quantificagéo foi cinco vezes e meia maior que em pH 5,8 com 0,5
mM de CaCl,. A suplementacédo de 10 mM de CaCl, as solucdes acidas, revelou
reducdo nos danos (Figura 10 e 11 E-F) e uma reducdo na absorcdo de azul de
Evan’s de quase 4,3 vezes no pH 4,0. Nao houve alteracao no pH 4,5.

A presenca de 10 pM de AI** promoveu danos mais severos as raizes de
Micro-Tom expostas a pH 4,5 (Figura 10 e 11 M) e elevou a absorcdo de azul de
Evan’s em 2,8 vezes. Embora tenha ocorrido ampliagdo dos danos causados pelo
pH 4,0 na presenca de AlI** (Figura 10 e 11 N) a quantificacdo do azul de Evan’s
absorvido, ndo apresentou aumento. Quando suplementado 10 mM de CaCl, aos
tratamentos com 10 pM de AI**, notou-se reducéo das injarias (Figura 10 e 11 O-P) e
reducao na absorcéo de azul de Evan’s, sendo esta redugcdo em pH 4,5 de 1,3 vezes

e no pH 4,0 de 1,7 vezes (Figura 9).
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Figura 9 - Quantificacao de azul de Evan’s nos apices radiculares de Micro-Tom apoés 6
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homopipes, expostas a 10 uM de AICI; ou na sua auséncia. Barras
representam erro padrdo (n=30). Foi feita analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
(a=0,05)
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Figura 10 -

Viabilidade celular em &pice radicular de Micro-Tom ap6s 6 h de exposi¢do aos tratamentos. A avaliagdo
da viabilidade foi feita utilizando azul de Evan’s, que penetra nas membranas lesadas e/ou rompidas
corando estas células de azul. A-C=raizes tratadas com 0,5 mM de CaCl, e 1 mM de tampdo homopipes
(respectivamente nos pHs 5,8, 4,5 e 4,0); D-F= raizes tratadas com 10 mM de CaCl, e 1 mM de tampao
homopipes (respectivamente nos pHs 5,8, 4,5 e 4,0); G-l=raizes tratadas com 0,5 de CaCl,, 30 pM de
H3BO3; e 1 mM de tampé&o homopipes (respectivamente nos pHs 5,8, 4,5 e 4,0); J-L=raizes tratadas com 10
mM de CaCl,, 30 uM de H3;BO3; e 1 mM de tamp&o homopipes (respectivamente nos pHs 5,8, 4,5 e 4,0);
M-N=raizes tratadas com 0,5 mM de CaCl,, 10 uM de A el mM de tampé&o homopipes (respectivamente
nos pHs 5,8, 4,5 e 4,0); O-P= raizes tratadas com 10 mM de CaCl,, 10 uM de AP e 1 mM de tampéo
homopipes (respectivamente nos pHs 5,8, 4,5 e 4,0); Q-R=raizes tratadas com 0,5 de CaCl,, 30 uM de
H3BOs, 10 uM de A e 1 mM de tamp&o homopipes (respectivamente nos pHs 5,8, 4,5 e 4,0); S-T=raizes
tratadas com 10 mM de CaCl,, 30 uM de H;BOsz; 10 puM de A¥ e 1 mM de tamp&o homopipes
(respectivamente nos pHs 5,8, 4,5 e 4,0). As barras representam 500 pm.
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Viabilidade celular em épice radicular de Micro-Tom apds 6 h de exposigdo aos tratamentos. A avaliagéo
da viabilidade foi feita utilizando duplo corante fluorescente, diacetato de fluoresceina (FDA), com
fluorescéncia verde indicando células viaveis e iodeto de propidio (Pl), com fluorescéncia vermelhas
indicando células lesadas. A-C=raizes tratadas com 0,5 mM de CaCl, e 1 mM de tamp&o homopipes
(respectivamente nos pHs 5,8, 4,5 e 4,0); D-F= raizes tratadas com 10 mM de CaCl, e 1 mM de tampéao
homopipes (respectivamente nos pHs 5,8, 4,5 e 4,0); G-l=raizes tratadas com 0,5 de CaCl,, 30 pM de
H3BO3; e 1 mM de tampé&o homopipes (respectivamente nos pHs 5,8, 4,5 e 4,0); J-L=raizes tratadas com 10
mM de CaCl,, 30 uM de HzBO; e 1 mM de tamp&o homopipes (respectivamente nos pHs 5,8, 4,5 e 4,0);
M-N=raizes tratadas com 0,5 mM de CaCl,, 10 uM de AP e 1 mM de tamp&o homopipes (respectivamente
nos pHs 5,8, 4,5 e 4,0); O-P= raizes tratadas com 10 mM de CaCl,, 10 uM de AP e 1 mM de tampéo
homopipes (respectivamente nos pHs 5,8, 4,5 e 4,0); Q-R=raizes tratadas com 0,5 de CaCl,, 30 uM de
H3BOs, 10 uM de A e 1 mM de tampé&o homopipes (respectivamente nos pHs 5,8, 4,5 e 4,0); S-T=raizes
tratadas com 10 mM de CaCl,, 30 uM de H3zBOs;, 10 uM de AP e 1 mM de tamp&o homopipes
(respectivamente nos pHs 5,8, 4,5 e 4,0). As barras representam 250 um
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5.2.3 Efeito do calcio na atividade de guaiacol peroxidase (GPOX)

Sabendo que com oito horas de tratamentos em pH 4,0 ocorreu o0 pico de
atividade GPOX (Figura 4), foram feitas as analises sobre o comportamento desta

I** e o efeito da

enzima nos tratamentos expostos ou ndao a 10 pM de A
suplementacao de 10 mM de CaCl,. A atividade GPOX se elevou mais de trés vezes
e meia em pH 4,0 e 1,6 vezes em pH 4,5, comparado ao controle. Quando foi
suplementado 10 mM de CaCl; as solu¢des acidas, ocorreu reducéo na atividade da
GPOX em mais da metade em pH 4,5 e em mais de duas vezes e meia em pH 4,0,
fazendo com que os valores fossem iguais ao controle (Figura 12).

A presenca de 10 pM de AI** promoveu elevacédo de 1,6 vezes na atividade
da GPOX em pH 4,5. Embora tenha ocorrido elevacao na atividade GPOX em pH
4,0 na presenca de 10 pM de AI**, ela néo foi significativa. Da mesma forma que
ocorreu reducdo nos danos causados pela acidez e pela presenca de Al** quando
houve suplementacédo de 10 mM de CaCly, a atividade GPOX também se manteve
com valores baixos como no controle, isto €, houve reducdo de quase 75% na

atividade da enzima em pH 4,0 e de 73% em pH 4,5.
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Figural2 - Quantificagdo na atividade de guaiacol peroxidase (GPOX) nos apices

radiculares de Micro-Tom apds 8 h de tratamento na em 0,5 mM ou com 10
mM de CaCl, e 1 mM de tampéo homopipes, tratadas com 10 uM de AICI; ou
na sua auséncia. Barras representam erro padrdo (n=20). Foi feita analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (a=0,05)
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5.2.4 Correlacao entre viabilidade celular e atividade de GPOX

Embora os dados obtidos na absorgdo de azul de Evan’s foram com 6 h de
exposicao e os para GPOX foram com 8 h de exposi¢cao, percebe-se uma relagéo
entre eles, ou seja, nos tratamentos onde ocorreram maiores danos, existe maior
atividade da enzima, assim foi feita uma anélise de correlacdo entre estes dados
(Figura 13). Essa correlacdo indica que existe aumento na atividade da enzima
guando os danos se estendem e que a reducdo nos danos pelo uso de 10 mM de
CaCl, reduziu esta atividade (APENDICE B).
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Figura13 - Correlacdo entre atividade guaiacol peroxidase (GPOX) apés 8 h de
exposicao e absorcdo de azul de Evan’s apos 6 h de exposicao, utilizando os
tratamentos com 0,5 mM e 10 mM de CaCl,, em pH 5,8, 4,5, e 4,0 na
presenca de 10 uM de AICIl; ou em sua auséncia. (n=20)
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5.3 O Boro naprotecdo radicular guando submetida a acidez e aluminio
5.3.1 Efeitos do boro no crescimento radicular

Avaliou-se o crescimento radicular de plantas de Micro-Tom em diferentes
concentragbes de H3BOs; em pH 5,8, 4,5 e 4,0. Embora ocorra uma tendéncia em
estimular o crescimento radicular das plantas expostas a pH 5,8 quando foi
suplementado boro, esse acréscimo nao foi significativo. Em pH 4,5, a adicdo de
boro a solugdo, ndo alterou o crescimento radicular e 0 manteve com valores
préximos ao controle. Os efeitos deletérios causados pelo pH 4,0 reduzem o
crescimento radicular em mais de 70%, quanto ao controle e a adicdo de boro,
mesmo em concentragdes pequenas (10 uM), mostrou uma melhora no crescimento
radicular em 54% mas foi a adicdo de 30 uM de boro que mostrou ser mais efetiva
no alivio dos efeitos deletérios, provendo acréscimo no crescimento radicular em
mais de 60% (Figura 14 A). A analise do crescimento relativo das raizes submetidas
a pH 4,0, revelou que o aumento no crescimento radicular com 30 uM de boro foi
cerca de duas vezes e meia maior que no tratamento sem adicéo de boro (Figura 14
B), enquanto que nos tratamentos com pH 5,8 e 4,5 as alteracbes ndo foram

significativas.
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Figura 14: A — Crescimento radicular e B — CRR (crescimento relativo radicular) de
Micro-Tom apos 24 h de tratamentos com diferentes concentracdes de H;BO3
em pH 5,8, 4,5 e 4,0, em solugdo com 0,5 mM de CaCl, e 1 mM de tamp&o
homopipes. Barras representam erro padrao (n=30)

Observou-se que a adicdo de 30 puM de boro estimulou o crescimento das
raizes expostas a pH 5,8 em 23% e para o pH 4,0 esse estimulo foi de 2,6 vezes,
enquanto que no pH 4,5 ndo houve alteracdo. A presenca de AI** reduziu o
crescimento radicular em cerca de 30%, no tratamento com pH 4,5 e néo alterou o

crescimento em pH 4,0. O boro aliviou os efeitos da acidez sobre o crescimento
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radicular, porém quando analisado a sua capacidade de aliviar o efeito deletério

causado pela exposicéo a Al**, foi observado que ele nao foi efetivo (Figura 15).
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Figura15-  Crescimento radicular de Micro-Tom apos 24 h de exposicdo com 0,5 mM de

CaCl, e 1 mM de tampao homopipes, com 30 uM ou sem H3;BO3, expostas a
10 uM de AICI; ou na sua auséncia. Barras representam erro padrdo (n=30).
Foi realizado o teste de Duncan para os tratamentos. Letras diferentes
representam diferencga entre os tratamentos (a=0,05)

5.3.2 Efeitos do boro sobre a viabilidade celular

A analise da viabilidade celular revelou que o boro é efetivo na reducédo dos
danos causado pela acidez, reduzindo a absorcao de azul de Evan’s em pH 4,0 em
3,2 vezes. A presenca de Al** ndo apenas reduziu o crescimento radicular em pH 4,5
como também aumentou a severidade dos danos (Figura 9 e 10 M) e aumentou a
absorcdao de azul de Evan’s (Figura 16). Os efeitos deletérios causados pela
presenca de Al** foram aliviados pela suplementac&o de 30 pM de boro, reduzindo o
azul de Evan’s absorvido em 1,7 vezes em pH 4,0 e em 1,3 vezes para pH 4,5
(Figura 16).
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Figura1l6 - Quantificagdo de azul de Evan’s nos apices radiculares de Micro-Tom apés 6
h de tratamento com de 0,5 mM de CaCl, e 1 mM de tampédo homopipes, com
30 uM ou sem H3BOs3, expostas a 10 uM de AICI; ou na sua auséncia. Barras
representam erro padrdo (n=30). Foi feita analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
(a=0,05)

5.3.3 Efeitos do boro sobre a atividade GPOX

O tratamento com pH baixo eleva a atividade GPOX em 1,6 vezes no pH 4,5
em relacdo ao controle e em 3,5 vezes no pH 4,0. A suplementacdo de 30 uM de
boro revelou que os efeitos causados pelo tratamento acido foram aliviados, nao
somente quanto ao dano celular ou o crescimento radicular, mas também reduzindo
a atividade GPOX ao nivel obtido pelo controle, pH 5,8 com 0,5 mM de CaCl,, para o
pH 4,5 e reduzindo em mais da metade a atividade GPOX em pH 4,0 (Figura 17).
Embora a suplementacédo de 30 uM boro nado tenha sido efetiva no alivio dos efeitos
deletérios causados pela presenca de AI** quanto ao crescimento radicular, se
mostrou efetivo na reducéo dos danos (Figura 16) e reduzindo a atividade da GPOX

pela metade em pH 4,0 e em 1,8 vezes no pH 4,5 (Figura 17).
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Figural7 - Quantificacdo da atividade de guaiacol peroxidase (GPOX) nos apices
radiculares de Micro-Tom ap6s 8 h de tratamento com 0,5 mM de CaCl, e 1
mM de tampéo homopipes, com 30 UM ou H3BO3, expostas a 10 uM de AICI;
ou ha sua auséncia. Barras representam erro padrao (n=20). Foi feita analise
de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (a=0,05)

5.3.4 Correlacao entre viabilidade celular e atividade de GPOX

Apoés a observacdo de que existe correlacdo entre o dano celular e atividade
GPOX (Figura 5 e 13), foi investigada se o alivio aos efeitos deletérios causados
pela acidez e pela presenca de Al*" apresentado pelo boro sdo correlacionado a
atividade GPOX. Nota-se que a reducao nos danos leva a reducdo na atividade da
enzima, com valor de R?=0,8186 (Figura 18, APENDICE C), mesmo com os dados

tendo sido coletados com diferentes tempos de exposicao.
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Figura1l8 - Correlacdo entre atividade guaiacol peroxidase (GPOX) ap6s 8 h de
exposicao e absorcdo de azul de Evan’s apos 6 h de exposic¢ao, utilizando os
tratamentos com 0,5 mM CaCl,, com 30 UM ou na auséncia de H3sBOz, em pH
5,8, 4,5, e 4,0 na presenca de 10 uM de AICI; ou em sua auséncia. (n=20)

5.4 Efeito entre célcio e boro juntos no alivio & acidez e na toxidez por Al**
5.4.1 Crescimento radicular

Observou-se que as raizes em pH 5,8 suplementadas com 30 uM de boro,
apresentaram maior crescimento que no controle em cerca de 25% enquanto que a
suplementacdo de 10 mM de CaCl, ndo alterou o crescimento. Quando foi
suplementado ambos, o crescimento radicular teve um aumento superior a 37%. As
raizes tratadas com pH 4,5 ndo apresentaram alteracdo significativa no seu
crescimento quando suplementado boro ou célcio, porém quando ambos sé&o
utilizados, houve um acréscimo de uma vez e meia no crescimento radicular,
comparado ao pH 4,5 apenas com 0,5 mM de CaCl,, sendo este valor
significativamente superior ao controle. Os efeitos deletérios causados pelo
tratamento com pH 4,0, foram aliviados tanto pela suplementacdo de boro (44%
superior) quanto pela suplementacdo por Ca?* (55% superior) sendo este valor
significativamente igual ao controle. A suplementacdo de calcio e boro a solucéo
com pH 4,0, embora tenha aliviado os efeitos deletérios, esse alivio nao foi superior

ao obtido pela suplementacéo de 10 mM de CaCl, individualmente (Figura 19 A).
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A presenca de AlI** reduziu o crescimento das raizes submetidas a pH 4,5 em
em 30%, mas nao das submetidas a pH 4,0. A suplementacéo de 30 uM de boro néao
apresentou melhora significativa no crescimento, enquanto que quando o calcio foi
utilizado, o crescimento radicular foi duas vezes maior que no tratamento com 0,5
mM de CaCl, na presenca de AlI** em pH 4,0, esse crescimento foi 2,3 vezes maior
guem em pH 4,0 (Figura 19 B).

A suplementacéo de calcio e boro a solucéo acida com AlI** apresentou uma
tendéncia ao alivio em pH 4,0 (2,6 vezes maior que no tratamento com 0,5 mM de
CaCl, na presenca de Al*"), porém nao foi estatisticamente significativa.
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Figura19 - Crescimento radicular de Micro-Tom ap0s 24 h de tratamentos com 0,5 mM
ou 10 mM de CaCl, e 1 mM de tampdo homopipes, com 30 pM ou sem
H3:BO3;, tratadas com 10 uM de AICI; (B) ou na sua auséncia (A). Barras
representam erro padrdo (n=30). Letras diferentes representam diferenca
entre os tratamentos segundo o teste de Tukey (a=0,05)
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5.4.2 Viabilidade celular

A analise da absorcado de azul de Evan’s pelas raizes de Micro-tom tratadas
com pH 5,8 mostrou que indiferente a suplementacéo de boro ou célcio ou ambos na
solucéo, a viabilidade celular ndo foi alterada, o mesmo é valido para o pH 4,5. O
tratamento com pH 4,0 apresentou uma reducdo de aproximadamente trés vezes na
absorcdo de azul de Evan’s quando o boro ou o calcio foi suplementado. Quando
ambos foram suplementados a solucéo, essa reducao foi menor, 2,3 vezes, porém
ndo houve diferenca estatistica entre os valores obtidos (Figura 9 e 10 S-T; Figura
20). O uso de solucdo com 10 mM de cloreto de calcio e 30 uM de boro para aliviar
as injarias causadas por estes estresses se mostrou mais efetivo no alivio a acidez
do que no alivio a toxidez por AlI**. Diferente do obtido no crescimento radicular, a
analise quantitativa dos danos celulares, revela que embora ocorra uma melhora
significativa, ndo é diferente da suplementacdo de cloreto de calcio ou boro
separadamente (Figura 20), principalmente na presenca de Al*".
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Figura 20 -  Quantificagdo de azul de Evan’s nos apices radiculares de Micro-Tom apés 6 h de tratamentos
com 0,5 mM ou 10 mM de CaCl; e 1 mM de tampao homopipes, com 30 uM ou sem H3BOs,
expostas a 10 pM de AICI; ou na sua auséncia. Barras representam erro padrdo (n=30). Foi
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feita analise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Letras diferentes indicam

diferenca estatistica (a=0,05)

5.4.3 Atividade guaiacol peroxidase

O possivel efeito aditivo do uso em conjunto de cloreto de calcio e boro sobre

a atividade GPOX foi avaliado. No tratamento com 10 mM de cloreto de calcio e 30

MM de boro, houve grande reducéo na atividade da GPOX em pH 4,0, mas néo tanto

em pH 4,5 (Figura 21 A). A exposicdo das raizes a AlI*" acarreta num acréscimo a

atividade GPOX e o uso de cloreto de célcio e boro, promove a reducdo na atividade

desta enzima, porém a reducéo é significativamente menor quando utilizado apenas

o CacCl; (Figura 21 B).
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Figura2l - Quantificacdo da atividade de guaiacol peroxidase nos &pices radiculares de

Micro-Tom apés 24 h de tratamentos com 0,5 mM ou 10 mM de CaCl, e 1 mM
de tampé&o homopipes, com 30 uM ou sem H3BO3, expostas a 10 uM de AICl;
Ou na sua auséncia. Barras representam erro padrao (n=20). Foi feita analise
de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Letras diferentes indicam

diferenca estatistica (a=0,05)
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5.4.4 Possivel envolvimento das peroxidases classe lll e 0 dano a membrana

Demonstrado um possivel envolvimento dos danos a membrana a atividade
GPOX, foi feita a correlacdo entre os dados de viabilidade e atividade GPOX entre
todos os tratamentos. Nota-se aumento na atividade GPOX conforme ocorre
aumento aos danos a membrana. Essa correlacdo pode estar deslocada, por termos
trabalhados com tempos diferentes, uma vez que foram feitas com a repeticdo dos
dados de viabilidade e GPOX. Ainda assim foi obtido o valor de R?=0,6316 (Figura
22, APENDICE D).
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Figura22 - Correlagcdo entre atividade guaiacol peroxidase (GPOX) ap6s 8 h de
exposicao e absorcao de azul de Evan’s apds 6 h de exposicao, utilizando os
tratamentos com 0,5 mM e 10 mM de CaCl,, com 30 uM ou na auséncia de
HsBO3, em pH 5,8, 4,5, e 4,0 expostos ou ndo a 10 uM de AICls. (n=20)
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6 DISCUSSAO
6.1 Efeitos da acidez sobre as raizes de Micro-Tom e o papel de peroxidases

Foi mostrado que com 30 minutos de tratamento a pH 4,0 ja havia ocorrido
alteracdes na viabilidade celular, nos &pices radiculares de Micro-Tom (Figura 3).
Esses danos ocorreram principalmente na zona de alongamento celular (Figura 2), a
semelhanca do que foi demonstrado por outros autores (SIVAGURU; HORST, 1998;
KOYAMA; TODA; HARA, 2001). Poucos trabalhos examinaram a questao do tempo
requerido para promover injurias por pH baixo. Esta informacdo € importante, pois
pode auxiliar no entendimento do papel de outros processos induzidos por H* no
desenvolvimento de sua toxidez. KOYAMA et al. (2001) encontraram resultados
semelhantes em termos de perda de viabilidade de células, mas os resultados
apresentados foram unicamente qualitativos, através de imagens. Estes autores
trataram raizes de A. thaliana a um pH mais elevado, de 4,5 e em solu¢do contendo
menos célcio (0,1 mM).

Os efeitos do pH sobre o comportamento do crescimento radicular é
conhecido desde trabalhos como de ARNON e JOHNSON (1941). Em solos acidos,
além do pH baixo, a reducdo no crescimento ocorre por diversos fatores, como
reducdo na disponibilidade de nutrientes, solubilizacdo de metais toxicos
(MARSCHNER, 1995) e alteracbes na morfologia da parede celular (VITORELLO;
HAUG, 1996). Sabe-se também que solos acidos reduzem o crescimento radicular e
promovem danos celulares (KOYAMA; TODA; HARA, 2001; LAGER et al., 2010;
YANG et al., 2005).

GRACAS (2013) mostrou que para raizes de Micro-Tom, com 13 dias de
desenvolvimento, o crescimento radicular € pouco afetado por valores de pH entre
5,8 e 5,4, porém entre os valores de pH de 5,4 a 4,0, hd uma reducéao linear no
crescimento radicular de plantas cultivadas com 0,5 mM de CaCl, e 1 mM de tampao
homopipes.

Os danos causados pelo H* provavelmente ocorrem pela sua agdo sobre a
parede celular, embora de uma maneira ainda ndo totalmente elucidada. Pensa-se
que os fons H" promovem algum tipo de desarranjo na parede celular (LAGER et al.,
2010; MONSHAUSEN et al., 2007), talvez causado pelo deslocamento de cations
pelos fons H* (KINRAIDE, 1998). Solucdes de baixa forca ionica favoreceriam as

interacdes entre os protons e os polissacarideos da parede.
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Um motivo pelo qual os danos ocorrem na zona de alongamento celular seria
devido ao fato das células estarem se expandindo nessa regido, de modo que a
parede celular em formacgao teria sua estrutura enfraquecida. Somado a isso, as
expansinas que sdo proteinas de parede com capacidade de afrouxarem a parede
priméria, possuem sua atividade aumentada em ambiente &cido (COSGROVE,
2000a, 2000b). Assim, em seu conjunto, um maior afrouxamento e enfraquecimento
da parede, promovido pelo pH baixo, pode resultar no rompimento de células, como
€ 0 caso de pelos radiculares (BIBIKOVA et al., 1998; MONSHAUSEN et al., 2007,
SARDINHA, 2010). Em células que expandem de modo difuso, pode ser que
ocorram micro-rupturas de dificil deteccdo, podendo ser esta a razao dos danos
celulares serem pronunciados em ambiente acido e ocorrerem tao rapidamente.

A atividade da GPOX néo foi estimulada por pH 4,0 tdo rapidamente quanto
ocorreu a queda na viabilidade das células do apice radicular. Observou-se elevacéo
significativa na atividade de GPOX somente apos duas horas de tratamento a pH 4,0
(Figura 4), enquanto que os danos celulares foram constatados a partir de 30 min
(Figura 3). Apesar da defasagem temporal, encontrou-se uma elevada correlacéo
entre a atividade de GPOX e a perda na viabilidade (Figura 5). Isto sugere que as
peroxidases foram induzidas em resposta aos danos celulares

No trabalho de KOYAMA et al. (2001), especulou-se sobre a ac¢do dos jons H*
alterar a estabilidade da matriz péctica. HONGO et al. (2012) demonstraram que a
perda na funcdo da pectina metil esterase (PME), leva a formacdo de um tecido
frouxo. Embora ndo seja totalmente elucidado como as peroxidases sdo ancoradas
ao apoplasto, existem evidencias de que necessitam de uma carga negativa na
matriz péctica para que ocorra 0 seu ancoramento (KUKAVICA et al.,, 2012). A
demetilacdo do tecido, seja por perda na funcdo da PME ou pela acdo de prétons,
causa afrouxamento do tecido e aumento na carga negativa da parede, como o
ancoramento das peroxidases é dependente da carga da parede, esta pode ser a
razdo de ocorrer aumento na atividade da GPOX.

As peroxidases classe lll sdo induzidas por diversos fatores de estresse e por
diversos metais (JOUILI; BOUAZIZI; EL FERJANI, 2011). No caso do estresse por
pH baixo aqui descrito, as peroxidases podem ter sido induzidas no sentido de
contrapor os desarranjos e o possivel afrouxamento da parede causado pela acédo
dos ions H'. Neste sentido, € interessante observar que em raizes tratadas a pH 4,5

(0,5 mM de CaCl,) ndo houve perda de viabilidade de células (Figura 12) mas houve
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inducdo de peroxidases (Figura 12). Considerando isto e a correlacdo que foi
encontrada entre a perda de viabilidade de células da raiz e a atividade de GPOX
(Figura 13), foi examinado se a inibicdo da enzima pelo SHAM (DUNAND;
CREVECOEUR; PENEL, 2007) resultaria em alguma alteracdo nos danos celulares
causados pelo pH baixo. Observou-se que a exposicao das raizes de Micro-Tom a
SHAM (0,5 mM) em pH 5,8 ndo afetou a viabilidade das células apos até 3 h de
tratamento (Figura 6). JA em pH 4,5, a inibicdo das peroxidases resultou em uma
tendéncia de elevagdo da absor¢do de azul de Evan’s (reducdo na viabilidade
celular). Em pH 4,0, o SHAM promoveu grandes aumentos na absor¢céo de azul de
Evan’s, jA com 1 h de tratamento, igualando-se ao valor alcancado em 3 h de
exposigcdo ao pH 4,0 sem o inibidor (Figura 6).

Desta forma, as peroxidases desempenham um papel no sentido de evitar
maiores danos as células por pH baixo. Além disto, por apresentarem uma resposta
gue acompanha de perto a absorcdo de azul de Evan’s pelas raizes, sdo bons

indicadores de danos celulares.
6.2 Atuacao do calcio no alivio da acidez e toxidez por aluminio

O crescimento radicular é utilizado como indicativo do comportamento de
plantas submetidas a diferentes estresses (AQUEA et al., 2012; CHO et al., 2011;
LUKASZEWSKI; BLEVINS, 1996; PAVLOVKIN et al., 2009). Encontramos que a
exposicao a pH 4,0 com 0,5 mM de CacCl, reduziu o crescimento radicular de Micro-
Tom, enquanto que em pH 4,5, essa inibicdo foi menor (Figura 7). O aumento na
concentracdo de Ca’* nas raizes expostas a pH 5,8 e 4,5 alterou pouco ou nada o
crescimento radicular, porém, em pH 4,0, uma elevacéo relativamente pequena na
concentracdo de Ca?* (de 0,5 para 1,0 mM) aliviou substancialmente a inibicdo do
crescimento radicular (Figura 7). Isto foi semelhante ao encontrado por HOSSAIN et
al. (2005), que com 2,5 mM de Ca®" aliviou os efeitos do aluminio em raizes de
cultivar sensivel de trigo. Com 10 mM de CacCl, houve alivio total dos efeitos da
acidez (pH 4,0) sobre o crescimento radicular (Figura 7; APENDICE A). Este efeito
sobre o crescimento radicular pode ser reflexo da reducdo dos danos no apice
radicular (Figura 9 e 10 D-F; Figura 11), mantendo a zona de alongamento celular
viavel.

O célcio € um metal da familia dos alcalino-terrosos. Esta localizado na célula

vegetal principalmente na parede celular, interagindo com a matriz péctica da parede



64

celular priméria (BOYER, 2009). Possui a capacidade de aliviar os efeitos de acidez
e toxidez por AI**
(Phaseolus vulgaris L. cv.Talismad) (HOSSAIN; OHNO; et al., 2005; REYES-DIAZ et
al., 2011; SILVA; MORAES; SOUZA, 2011).

O AI** pode interagir com a parede celular e com a membrana celular. A sua

em plantas como mirtilo (Vaccinium corymbosum L.), trigo, feijao

interacdo com a membrana celular provoca alteracdo em sua fluidez e
permeabilidade (revisto por HORST; WANG; ETICHA, 2010), e por esta razao pode
levar a ampliagédo dos danos celulares (Figura 9 e 10 M-N; Figura 11) e a reducéo do

crescimento radicular. Estes efeitos do AI**

ficaram evidenciados quando as raizes
de Micro-Tom foram tratadas com este ion a pH 4,5, na presenca de 0,5 mM de
CaCl,. Na auséncia de AlI**, as raizes ndo apresentaram reducdes na viabilidade das
células e o crescimento foi pouco inibido, mas na presenca do Al** tanto o
crescimento radicular (Figura 8) quanto a viabilidade das células foram
significativamente reduzidas (Figura 9 e 10 M; Figura 11). Além disto, a exposi¢céo ao
AI** em pH 4,5 aumentou ainda mais a atividade de GPOX (Figura 12). Suportado
pelo trabalho de TAMAS et al. (2003), que trabalhando com cevada sensivel e
resistente ao Al**, encontrou que na cultivar sensivel em pH 4,5 na presenca de
aluminio, ocorre elevacdo na atividade da GPOX em 6 vezes, ap0s 24 h de
tratamento e é correlacionado com a reducdo no crescimento. Os autores ainda
discutem sobre a inibicdo do crescimento radicular ser em funcdo do enrijecimento
do tecido provido pela lignificacéo.

Em pH 4,0, o AI** ndo reduziu o crescimento radicular (Figura 8), n&o
aumentou os danos as raizes em termos de absorcdo de azul de Evan’s e também
nao aumentou a atividade da GPOX em relacéo ao tratamento a pH 4,0 na auséncia
de AI**. Isto provavelmente foi devido ao tratamento a pH 4,0, por si s6, ja ser
bastante severo, de modo que a adicdo de Al** ndo aumentou os efeitos téxicos
sobre as raizes.

Da mesma forma que no tratamento a pH 4,0 o emprego de 10 mM de CaCl,

reverteu completamente os efeitos téxicos do Al**

, Seja em pH 4,5 ou em pH 4,0,
tanto em relacdo ao crescimento radicular (Figura 8) quanto com relacdo a
diminuicdo da viabilidade celular (Figura 9 e 10 O-P; Figura 11). A suplementacao de
10 mM de CacCl, também suprimiu a inducéo na atividade da GPOX (Figura 12).

Um dos possiveis mecanismos de alivio é pelo fato de o Ca®" interagir

eletrostaticamente com a parede celular reduzindo entdo a sua carga, isso inibe a
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interacdo de outros ions a parede evitando o desarranjo da parede celular. De forma
similar, a ligacdo do Ca* aos grupos carboxilicos dos &cidos poligacturénicos da
pectina impede que outros ions a ela se liguem (KINRAIDE, 1998). Ao interagir com
a parede o célcio reduz sua negatividade da superficie celular e evita que o Al*" se
ligue a parede, evitando também seu contato com a membrana o que reduz o0s
danos mantendo integra a membrana celular e a parede (HORST; WANG; ETICHA,
2010; SIVAGURU et al., 2003; YAMAMOTO; KOBAYASHI; MATSUMOTO, 2001).

Outra explicacdo para o alivio da toxidez por Al**

, € que 0 aumento na concentracao
de Ca®" eleva a forca idnica da solucdo, o que reduz a atividade de Al** (REYES-
DIAZ et al., 2011). O alivio dos efeitos da acidez e da toxidez por Al** pode ser
explicado também pelo fato de o Ca®" ser responséavel pela integridade da parede
celular (COSGROVE, 2005; TIAN et al., 2011).

Foi observado que o Ca*" evitou os danos causados pela acidez e pela
toxidez do AI** e impediu a elevacdo na atividade da GPOX (Figura 13). Como 0s
possiveis mecanismos para alivio da acidez e pela toxidez do Al** envolvendo Ca**
ocorrem sobre a parede celular e como a GPOX (peroxidase classe Ill)
provavelmente estaria agindo sobre a parede, as evidéncias apontam para uma
possivel acdo do Ca®* sobre a parede celular para impedir a formacéo de danos,

evitando assim a elevacéo da atividade enzimatica (APENDICE B).

6.3 Boro protege as raizes contra a perda na viabilidade e inducdo da

peroxidase

O boro é um elemento essencial para formacao da parede celular (BLEVINS;
LUKASZEWSKI, 1998; BROWN et al., 2002; BROWN; HU, 1997) e existem diversos
estudos sobre os efeitos de sua deficiéncia (CAKMAK; ROMHELD, 1997; GUPTA et
al., 1985; KOUCHI; KUMAZAWA, 1975, 1976a, 1976b) ou sobre a toxidez quando
em excesso (AQUEA et al., 2012; DIAZ et al., 2011; DURSUN et al., 2010; NABLE;
BA; PAULL, 1997; REID et al., 2004). Na matriz péctica o boro se liga aos acidos
urénicos da matriz da parede celular, atua como regulador do tamanho dos poros da
parede celular e é responsavel pela metil-esterificacdo dos acidos galacturénicos
(RIDLEY; NEILL; MOHNEN, 2001; WILLATS et al., 2001) enrijecendo a parede e
tornando os poros da parede celular menores. Cerca de 97% do boro presente nas
células vegetais esta localizado na parede celular, interagindo com a matriz péctica
da parede celular primaria (HU; BROWN, 1994, MATOH; KAWAGUCHI;
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KOBAYASHI, 1996). Foi encontrado que o boro possui a capacidade de aliviar a
toxidez do AI** em ervilhas e feijio (STASS; KOTUR; HORST, 2007; YU et al.,
2009).

Ao examinar o efeito do boro sobre o crescimento radicular, foi encontrado
gue este mineral é essencial ao desenvolvimento das raizes de Micro-Tom, uma vez
gue, a suplementacdo de 30 puM de boro a solugdo com pH 5,8 promoveu o
crescimento. Em pH 4,5, ndo ocorreu promog¢do no crescimento radicular pela
presenca de boro, mas em pH 4,0, foi encontrado que em doses baixa ja existe
pequeno alivio nos efeitos da acidez (Figura 14 A). O boro nao foi capaz de reverter
totalmente os efeitos deletérios da acidez sobre o crescimento radicular, mas em pH
4,0 com 30 pM, ele aumentou o crescimento radicular em cerca de duas vezes e
meia, comparado ao pH 4,0 sem boro.

A exposicdo de raizes de Micro-Tom ao AlI** apresentou reducdo do
crescimento em pH 4,5, mas ndo em pH 4,0. O uso de 30 uM de boro néo foi efetivo
no alivio dos efeitos deletérios sobre o crescimento radicular (Figura 15), diferente
do encontrado por STASS et al. (2007), com 50 puM de boro aliviou os efeitos
negativos sobre o crescimento de raizes de feijao (Phaseolus vulgaris) tratadas com
pH 4,5 na presenca de 20 pM de Al**,

Raizes de Micro-Tom expostas a pH 4,0, apresentaram danos sobre a zona
de alongamento celular e a suplementacdo de boro nesta solugdo, mostrou que o
boro evitou as injurias (Figura 9 e 10 G-I; Figura 16) e manteve integra as raizes em
pH 4,5. O boro pode impedir a agdo dos ions H* sobre a parede celular ao interagir
com a parede, promovendo a metil-esterificacdo dos acidos urdnicos da matriz
péctica, reduzindo a porosidade da parede e assim reduzindo o influxo de solucao
para as células (ETICHA; STASS; HORST, 2005). Existe também a explicacédo de
gue a reducdo na carga negativa da parede devido a interacdo do boro a parede,
impedira que outros fons interagisse a ela. A presenca de AlI** reduziu a viabilidade
celular nas raizes, quando em pH 4,5 e a suplementacédo de 30 uM de boro, embora
nao tenha aliviado os efeitos sobre o crescimento radicular, foi efetivo na protecéo
aos danos, mesmo em pH 4,0 (Figura 9 e 10 M; Q-R; Figura 16).

A exposicdo a acidez e ao AlI** apresentou reducéo na viabilidade e elevacdo
na atividade GPOX. O emprego de 30 uM de boro reduziu o dano celular provocado
pela acidez e pelo AI** e inibiu a elevacéo da atividade da GPOX nestes tratamentos

(Figura 17), mesmo com as raizes exposta a pH 4,0 e ao AlI*" ndo apresentando
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alteracdo na atividade GPOX. Notou-se que em pH 4,5, como as injurias sao
menores, a presenca de AI** se torna mais agravante que em pH 4,0, assim,
percebeu-se que o aumento na quantificacdo de azul de Evan’s em pH 4,5 na
presenca de aluminio, é acompanhada pela elevacao na atividade GPOX (Figura 16,
17 e 18). A reducéo nos danos e a supresséao da atividade GPOX pode ser devido a
capacidade de o boro ligar-se aos acidos urbnicos e reduzir a carga negativa
existente na proximidade da superficie das células da parede evitando a ligacao de
AI** & parede (ISHII et al., 1999; O'NEILL et al., 2004; STASS; KOTUR; HORST,
2007).

O boro foi efetivo no alivio aos danos pela acidez e por AI** e em inibir a
inducdo da atividade GPOX nestes tratamentos mesmo com o crescimento radicular
ndo sendo aliviado na presenca de AI**. Uma possivel razéo para isso é que o boro
controla a abertura dos poros da parede celular através da formacédo de dimeros
com RG-Il e controla a porosidade da parede, a presenca de outros cations
aumentaria a formacao destes dimeros (BROWN et al., 2002) e tornaria a parede
celular mais rigida, dificultando o alongamento celular. Desse modo observa-se uma
efetiva reducdo no dano as raizes de Micro-Tom nos tratamento com 30 uM de boro
e a reducéo na atividade GPOX (Figura 18; APENDICE D), mas n&o a melhora no
crescimento radicular. Como o boro é constituinte da parede celular, este € um
indicio de que a acdo em reduzir os danos a membrana nos tratamentos com acidez

1>

e/ou AlI°" provido pelo boro é por alteragbes na parede celular.

6.4 Calcio e boro suprimem a inducdo de GPOX mantendo a viabilidade

celular

Foi observada uma melhora no crescimento radicular de trigo, submetido a

1** utilizando cloreto de célcio e boro conjuntamente (HOSSAIN;

estresse por A
ASGAR; et al.,, 2005). Sendo ambos constituintes da parede celular vegetal
(MATOH; KOBAYASHI, 1998) e atuando no alivio ao estresse por acidez e Al**,
foram avaliadas as alteracdes no crescimento radicular, na viabilidade radicular e
atividade a GPOX.

Foi observado uma promoc¢do no crescimento radicular em Micro-Tom,
guando submetidas ao tratamento com 10 mM de CaCl;, e 30 uM de boro em pH 5,8
e 4,5 (Figura 19 A), demonstrando um efeito aditivo no alivio aos efeitos da acidez

sobre o crescimento radicular, tal qual foi encontrado por HOSSAIN et al. (2005).
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N&o foi encontrado efeito aditivo quando em pH 4,0, embora tenha ocorrido alivio
total dos efeitos deletérios. O tratamento com Al** reduziu o crescimento radicular de
Micro-Tom e o emprego de 10 mM de CaCl, e 30 uM de boro proveu melhora
significativa, porém, diferente dos resultados obtidos por HOSSAIN et al. (2005), ndo
encontramos uma interacdo positiva no alivio (Figura 19 B). Era esperado que o uso
de Ca®" e boro juntos no alivio da toxidez por AI** provesse maior crescimento
radicular que o obtido utilizando estes separados. Ocorreu alivio no crescimento
radicular semelhante aquele produzido pela solu¢cdo apenas com 10 mM e a adicéo
de 30 UM pouco alterou a resposta.

A quantificacdo de azul de Evan’s das raizes de Micro-Tom revelou que a
suplementacdo de Ca®" e boro a solucdo, reduziu as injlrias causadas pelo
tratamento acido, seja utilizando separadamente ou em conjunto (Figura 20 A). A

exposicdo a pH 4,5 na presenca de Al**

revelou que ampliagdo nos danos e que o
emprego de Ca®* e boro, independente ou em conjunto, promoveu uma melhora na
viabilidade, embora nota-se tendéncia na maior viabilidade celular quando sé&o
utilizados em conjunto (Figura 20 B).

O tratamento acido promoveu aumento na atividade GPOX, assim como a

I* em pH 4,5. A suplementacdo de Ca®* e/ou boro impediu essa

presenca de A
elevacdo, de modo desigual, uma vez que a utilizagédo de Ca®" sozinho apresentou
reducdo maior que a reducdo apresentada pela suplementacéo de boro ou pelo uso
de ambos (Figura 21). A reducado nas injurias causadas pela acidez e pela presenca
de AI*" e a supressdo da atividade da GPOX encontrada pela suplementacéo de
Ca’" e boro a solugdo, apresentou uma correlacdo, assim os tratamentos que
possuem maiores danos, apresentam maior atividade GPOX (Figura 22, APENDICE
E). Como tanto o célcio e o boro séo constituintes da parede celular, essa correlacao
apresenta que a elevacao na atividade GPOX pode ser um indicativo de dano celular
nas primeiras horas de tratamento, em resposta ao possivel desarranjo provocado
pela acéo dos fons H™.

Quando foi feita a analise de interacdo entre Ca®" e boro, foram feitas
algumas observacdes, que embora subjetivas foram de importancia, pois reflexem
um parametro de dificil estudo. Notou-se que as raizes tratadas com pH 4,0
possuem grande flexibilidade tornando-se moles. A suplementacdo de Ca®* ou boro,
mantém as raizes com as caracteristicas normais, como no controle a pH 5,8 com

0,5 mM de CaCl,, porém a suplementacéo de Ca®" e boro a solucéo, seja em pH
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5,8, 4,5 ou 4,0, reduz a flexibilidade das raizes, tornando-as rigidas. Esse fato foi
principalmente observado em pH 5,8 e paradoxalmente, essas raizes apresentaram

0 maior crescimento radicular.
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7 CONCLUSOES

A acidez pode gerar efeitos deletérios sobre raizes de Micro-Tom, em termos
de viabilidade celular e de crescimento radicular, de forma tdo severa quanto a
exposicdo ao A",

A reducdo na viabilidade das células do apice radicular com exposic¢ao a pH
4,0 ocorre rapidamente (30 min), sendo o primeiro efeito observavel da acédo de H*
sobre as raizes neste valor de pH, e ocorre principalmente na regido de
alongamento celular.

A guaiacol peroxidase parece desempenhar um papel no sentido de evitar
maiores danos as células por pH baixo. Apesar de ter apresentado um atraso na sua
inducdo em relacdo a queda na viabilidade celular, durante a exposicéo a pH 4,0, a
atividade de peroxidase parece ser um bom indicador da acéo de H*, provavelmente
melhor até do que a viabilidade celular, pois na exposicdo a pH 4,5 ndo houve
alteracao na viabilidade celular, mas houve inducao da atividade de GPOX. Ou seja,
considerando a hipétese de que a parede celular é o principal alvo da a¢do de H*, a
perda de viabilidade seria o resultado final destes danos, enquanto que a atividade
de GPOX seria uma resposta as alteracdes na parede mesmo antes que estas
chegassem a comprometer a integridade da célula.

O célcio aliviou a toxidez pelo H*, em particular a pH 4,0, sendo que melhorias
substanciais ja ocorreram com aumentos relativamente pequenos na concentracao
Ca’" (de 0,5 a 1 mM). Para a reversao total da toxidez a pH 4,0, foi necesséario uma
concentracdo de 10 mM CacCl,, o qual também foi suficiente para reverter os efeitos
toxicos do Al**, tanto em pH 4,5 quanto em pH 4,0. A exposicdo ao Al** em pH 4,5
aumentou os danos em relacdo ao pH 4,5 sem Al**, em termos de crescimento
radicular e reducdo de viabilidade celular, e também aumentou a atividade de
GPOX. O aumento na concentracdo de Ca®" foi capaz de suprimir a inducéo de
GPOX, tanto pela acdo de H' quanto pela de AlI**, sendo que encontrou-se boa
correlacdo entre viabilidade celular e atividade de GPOX.

A presenca de boro foi exigido para maximizar o crescimento radicular,
mesmo a pH 5,8 em experimentos de curta duracdo. O boro aliviou parcialmente a
inibicdo do crescimento radicular pela exposi¢ao a pH 4,0, mas nao aliviou a inibicéo

13

do crescimento radicular pelo Al*". Por outro lado, o boro impediu redugdes na

viabilidade de células e suprimiu a indugédo de GPOX tanto pela exposicao a pH 4,0
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quanto pelo A** em pH 4,5 ou 4,0, o que ficou refletido na boa correlacdo
encontrada entre viabilidade celular e atividade de GPOX. As diferencas entre o
célcio e boro, no alivio da inibicdo do crescimento radicular por H* e AI**, sdo
provavelmente reflexo dos mecanismos distintos de agéao destes dois elementos na
parede celular.

O calcio e o boro apresentaram interacdo positiva sobre o0 crescimento
radicular a pH 5,8 e 4,5, mas ndo na presenca de A** e nem em relacdo a
viabilidade celular ou atividade de GPOX.

Tomado no seu conjunto, os dados evidenciam um papel importante de
GPOX na toxidez por H" e AI** e sugerem que, apesar de distintos, a toxidez por
estes ions apresentam aspectos e possivelmente alguns mecanismos em comum.
Também corroboram outros trabalhos que evidenciam a acao destes ions sobre a
parede celular, em particular a matriz péctica.

As alteracdes causadas pela acdo dos fons H* e AI** sobre a parede e a
membrana celular assim como as repostas induzidas por tais modifica¢cdes, poderéo
ser exploradas em estudos futuros, identificando se a elevacdo na atividade GPOX
ocorre em resposta aos danos e se o alivio destes efeitos, pelo calcio e boro, é

devido a sua localizacao na parede celular.
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APENDICE A
pH [ ca™ Crescimento (mm) A B
pH 5,8 1 mM Ca 11,11337 Fkkk
pH 5,8 0,5 mM Ca 10,82000 ok
pH 5,8 10 mM Ca 10,76787 ok
pH 4,0 10 mM Ca 10,41440 Fkkk
pH 4,5 1 mM Ca 10,41060 Fkokk
pH 5,8 20 mM Ca 10,24303 rkkk
pH 4,5 10 mM Ca 9,64127 ok
pH 4,5 5mM Ca 9,43640 rkkk
pH 4,5 0,5 mM Ca 9,27407 ok
pH 5,8 5mM Ca 9,24967 Fhkk
pH 4,5 20 mM Ca 9,18297 Fokkk
pH 4,0 5mM Ca 8,95653 Fhkx
pH 4,0 20 mM Ca 8,76857 Fkk Fkkk
pH 4,0 1 mM Ca 7,34207 okkk Fkkk
pH 4,0 0,5mM Ca 4,64363 okkk

Apéndice A: Tabela com os valores de crescimento radicular em plantas de Micro-Tom
submetidas por 24 h a pH 5,8 ou 4,5 ou 4,0, com diferentes concentra¢cfes de
CacCl,. Foi realizado analise de variancia seguida pelo teste de Tukey (n=30).
Letras diferentes representam diferenca estatistica (a=0,05).
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APENDICE B
Sums of Mean Durbin- Watson
df F p-level
Squares Squares dw

Regress. 0,025003 1 0,025003 38,75625 0,000007
Residual 0,011613 18  0,000645
Total 0,036616

Estimate 2,034693

Apéndice B: Tabela de ANOVA para correlagdo entre atividade guaiacol peroxidase
(GPOX) apds 8 h de exposigdo e absorgdo de azul de Evan’s apos 6 h de
exposicao, utilizando os tratamentos com 0,5 mM e 10 mM de CacCl,, em pH
5,8, 4,5, e 4,0 na presenca de 10 uM de AICI3; ou em sua auséncia. (n=20). dU
< dW < 4-dU, portanto os residuos sao independentes (a=0,05).
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APENDICE C
Sums of Mean Durbin- Watson
df F p-level
Squares Squares Dw

Regress. 0,034296 1 0,034296 81,21871 0,000000
Residual 0,007601 18 0,000422
Total 0,041897

Estimate 2,346423

Apéndice C: Tabela de ANOVA para correlagcdo entre atividade guaiacol peroxidase
(GPOX) apés 8 h de exposicdo e absorcdo de azul de Evan’s apos 6 h de
exposicao, utilizando os tratamentos com 0,5 mM CaCl,, com 30 uM ou na
auséncia de H;BO3;, em pH 5,8, 4,5, e 4,0 na presenca de 10 pM de AICI; ou
em sua auséncia. (n=20). dU < dW < 4-dU, portanto os residuos sao
independentes (a=0,05).
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APENDICE D
Sums of Mean Durbin- Watson
df F p-level
Squares Squares dw

Regress. 0,030634 1 0,030634 65,15955 0,000000
Residual 0,017865 38 0,000470
Total 0,048499

Estimate 2,195173

Apéndice D: Tabela de ANOVA para correlagdo entre atividade guaiacol peroxidase
(GPOX) apds 8 h de exposigdo e absorgdo de azul de Evan’s apos 6 h de
exposicao, utilizando os tratamentos com 0,5 mM e 10 mM de CacCl,, com 30
KM ou na auséncia de HzBO3, em pH 5,8, 4,5, e 4,0 expostos ou ndo a 10 uM
de AICl;. (n=20). dU < dW < 4-dU, portanto os residuos sao independentes
(a=0,05).




