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ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO POR Al** E pH BAIXO EM CULTIVARES DE
SOJA

Autor: Naélia da Silva de Moura

Orientador: Joaquim Albenisio Gomes da Silveira

A toxidez causada por aluminio em plantas cultivadas em solos de pH baixo é um dos fatores
mais limitante para as producgdes agricola. Este trabalho objetivou caracterizar o estresse
causado pela toxidez de Al*® e pH baixo, em diferentes cultivares de soja com relacio aos
aspectos gerais de cada cultivar expostas a diferentes concentracdes e tempos de exposicao a
este ion. Para isso, foram conduzidos quatro experimentos em casa de vegetagdo. O primeiro
experimento caracterizou-se o0 comportamento de uma cultivar de soja (M-Soy 8222)
submetida a concentragdes crescentes de aluminio (0, 25, 50, 75 e 100 uM de AI**). No
segundo experimento avaliou-se a resposta diferencial de cultivares comercias de soja, este
experimento foi constituido de dois tratamentos (0 e 100 uM de AI**
Soy 8222, M-Soy 8866, M9144RR, M-Soy 9350 e FT-106) e trés repeticbes. No terceiro

experimento analisou-se o estresse oxidativo causado em cultivares de soja (M-Soy 8222 e M-

), cinco cultivares (M-

Soy 9144) pela exposicdo ao Al™ e pH baixo em diferentes tempos e a recuperacéo das
mesmas através do uso de um antioxidante. Esta observacéo foi realizada em cinco tempos (0,
12, 24, 48 e 72h) de exposicdo a concentracdes de pH (4,0 e 6,0) e tratamentos de Al*
(200uM) e do antioxidante Butil Hidroxi Anisol-BHA combinado com AI*® (200uM e
100uM) e do antioxidante BHA isoladamente (100uM) . O quarto experimento foi realizado
com o objetivo de confirmar os resultados do terceiro experimento no tempo de 72h onde foi
constituido dos mesmos tratamentos que o experimento Ill. As cultivares estudadas apresenta
comportamento diferencial aos efeitos toxicos de aluminio, porém os efeitos foram
observados apenas nas raizes. A cultivar M-Soy 8222, apresentou um sistema de alivio
enzimatico mais eficiente do que a cultivar M-Soy 9144, porém para parametros com
crescimento e dano de membrana, mostrou-se afetada. O uso do antioxidante BHA pode
diminuir os efeitos toxicos do aluminio e também os que sdo causados por pH 4,0. Os efeitos
toxicos causados pelo Al, observados neste trabalho se assemelha aos que foram causados por

pH 4,0, porém se faz necessario mais estudos acerca desta observacao.

Palavras-chave: Glicine max, toxidez de aluminio, estresse oxidativo.
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OXIDATIVE STRESS INDUCED BY Al** AND LOW pH IN SOYBEAN CULTIVARS

Author: Naélia da Silva de Moura
Advisor: Joaquim Gomes da Silveira

The toxicity caused by aluminum in plants grown in soils with low pH is one of the most
limiting factors for agricultural production. This study aimed to characterize the stress caused
by toxic levels of Al** and low pH in different soybean cultivars in relation to general aspects
of each genotype exposed to different concentrations and times of exposure to this ion. For
that, they moved four experiments in the greenhouse. The first experiment characterized the
behavior of one cultivar (M-Soy 8222) submitted to increasing concentrations of aluminum
(0, 25, 50, 75 and 100uM AI"). In the second experiment, the differential response of
cultivars of soybean, this experiment consisted of two treatments (0 and 100 p M AI*®), five
cultivars (M-Soy 8222, M-Soy 8866, M9144RR, M-Soy 9350 and FT-106) and three
replications. The third experiment examined whether the oxidative stress caused in soybean
(M-Soy 8222 and M-Soy 9144) by exposure to low pH and AI*® in different times and
recovery from through the use of an antioxidant. This observation was conducted in five times
(0, 12, 24, 48 and 72h) of exposure to treatments of pH (4.0 and 6.0), Al +3 (200uM), the
antioxidant butyl-hydroxy anisole BHA combined with Al*™® (200 © M and 100pM) and the
antioxidant BHA alone (100uM). The fourth experiment was carried out to confirm the results
of the third experiment time of 72 hours which was composed of the same treatments as the
experiment 1. The differential cultivars showed tolerance to the toxic effects of aluminum,
but the effects observed only in roots. The cultivar M-Soy 8222, filed an enzyme system of
relief more efficient than the cultivar M-Soy 9144, but for parameters on growth and
membrane damage, was affected. The use of the antioxidant BHA may reduce the toxic
effects of aluminum and also those caused by pH 4.0. The toxic effect caused by Al, observed
in this work is similar to those caused by pH 4.0, however we still need more studies on this
observation.

Keywords: Glicine max, aluminum toxicity, oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

O Al compbe 8% da crosta terrestre, sendo o terceiro elemento mais abundante da
litosfera, apos 0 oxigénio e o silicio. Nos solos, 0 Al esta presente na fase sélida e se encontra
como minerais primarios e secundarios na forma de aluminossilicatos, oxihidroxidos, sulfatos
e fosfatos (FERNANDES, 2006). Na solucéo do solo o Al*® pode ocasionar distirbios em
diversos processos citoldgicos, bioguimicos e fisiolégicos da maioria das espécies de plantas
cultivadas em solos com elevada acidez (HERMANN & VENTURINE, 2010).

A toxidez do aluminio é considerada um dos principais fatores limitantes do
crescimento vegetal em solos &cidos presentes nas regides tropicais, principalmente, devido a
inibicdo do crescimento radicular (GIANNAKOULA et al., 2008). O aluminio em niveis
toxicos esta presente em 50% das areas com potencial agricola, considerando também que a
acidez nos solos tem se agravado com o extensivo uso de fertilizantes amoniacais (ZHANG et
al., 2007).

O AI™ torna-se toxico para a maioria das espécies vegetais, mesmo em baixas
concentragdes, afetando o crescimento e funcionamento das raizes e blogueando o0s
mecanismos de aquisi¢do e transporte de agua e nutrientes (ROSSIELLO & JACOB NETO,
2006). Os primeiros efeitos do Al*® em processos metabélicos podem ser observados poucos

minutos apos a inducdo ao estresse, 0s quais sdo seguidos de efeitos secundarios que
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aparecem depois de algumas horas ou dias. A parte distal da zona de transi¢do no apice das
raizes, onde as células estdo entrando em fase de alongamento, € o sitio priméario da acédo
téxica do Al*®. Em funcéo da répida reatividade do Al*®, as injdrias podem ocorrer na parede
celular, na membrana plasmatica, no citoesqueleto e até no nucleo celular. Entretanto, a maior
associacdo do Al*® com a raiz ocorre no apoplasto e outra pequena fracdo do Al*® rapidamente
entra e interage no simplasto (SILVA et al., 2000; TAYLOR et al., 2000).

Assim um método que pode ser utilizado para superar as restrigdes a producéo agricola
em solos ricos em Al*® é a selecéo de cultivares tolerantes a sua toxidade e a exploragdo do
potencial genético destas culturas tolerantes, pois espécies e cultivares diferem amplamente
no grau de tolerancia ao excesso deste elemento no solo (OLIVEIRA, 2002).

O estresse por Al*3, assim como por outros fatores, resulta na producéo de Espécies
Reativas de Oxigénio — EROs e, provavelmente, na ativacdo de sistemas de defesa
antioxidante enzimatico e ndo enzimatico. Evidencias que sustentam esta hipdtese apdiam-se
em correlagdes entre 0 aumento na producdo de EROs, sob algum tipo de estresse, como
aumento na atividade de certas enzimas e, ou na concentracdo de certos metabdlitos,
principalmente em espécies e, ou cultivares tolerantes. No entanto, ainda néo é perfeitamente
compreendido 0 mecanismo pelo qual o AI™ e outros fatores de estresse atuam na
intensificacdo da formagéo de EROs (YAMAMOTO et al., 2001)

Desta forma estes estudos relacionam o Al*® ao estresse oxidativo, principalmente &

peroxidacdo de lipidios e proteinas da membrana plasmaética (YAMAMOTO et al, 2001). A
peroxidacdo dos lipidios seria resultado dos efeitos do Al*> na membrana (alteracdo de sua
fluidez, permeabilidade, etc.), aumentando sua susceptibilidade a peroxidacdo (CAKMAK &
HORST, 1991). No entanto, também ha a hipo6tese de que a geragdo da peroxidacdo lipidica,
medida por Al*3, ocorra devido ao aumento na producdo de EROs induzido por esse metal,
aliada a reducéo na capacidade de destoxificacdo destas espécies (RYYPPO et al., 1998).
Para manter sob controle a producdo EROs, as plantas e todos 0s organismos possuem um
sistema antioxidante representado por componentes enzimaticos e nao enzimaticos. A
toxidade por Al*® e a ocorréncia de estresse oxidativo afetam a atividade de enzimas do
sistema antioxidante da célula e de compostos antioxidantes ndo enzimaticos como uma
resposta na intengdo de manter a homeostase celular, evitando os efeitos toxicos do Al*3,

O objetivo deste trabalho foi caracterizar o estresse causado pela toxidez de Al*® e pH
baixo em cultivares de soja com relacdo aos aspectos gerais de cada cultivar expostas a
diferentes concentracOes e tempos de exposicdo e ainda observar se existe recuperagdo do

estresse causado por Al*® e pH baixo através do uso de um antioxidade.
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2. HIPOTESE E OBJETIVOS

2.1.HIPOTESE

Em diferentes gendtipos de soja h& contrastes sintomatoldgicos e fisioldgicos de
sensibilidade a niveis toxicos de Al** e pH baixo. Existe estresse oxidativo associado &
toxidez por Al e pH baixo em genétipos sensiveis de soja. Plantas de soja tolerantes

possuem um sistema enzimatico eficiente de aclimatacdo por alivio oxidativo.

2.2.0BJETIVO

2.2.1. Geral

Caracterizar o estresse causado pela toxidez de Al*® e pH baixo em cultivares de soja
com relagdo aos aspectos gerais de cada cultivar expostas a diferentes concentragdes e tempos
de exposicdo e ainda observar se existe recuperacao do estresse causado por Al* e pH baixo

através do uso de um antioxidade.

2.2.2. Especificos

% Auvaliar a resposta da planta de soja em relacdo a diferentes concentragcdes de
aluminio;

%+ Auvaliar os aspectos morfoldgicos, fisioldgicos e bioguimicos de cinco cultivares de

soja, que possam identifica-las como sensiveis ou tolerantes ao estresse de aluminio;
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« Auvaliar a acdo do estresse oxidativo em cultivares de soja com tolerancia diferencial a
toxidez por aluminio;
% Investigar a relacdo entre a toxicidade de Al" e a producéo de enzimas relacionadas a

espécies reativas de oxigénio e a peroxidacao de lipidios;

7

*

Caracterizar os efeitos causados pela toxidez de aluminio e por pH acido;

X/
°e

Observar o comportamento das cultivares em diferentes tempos de exposi¢do ao
aluminio.
“E ainda observar se as cultivares estudadas consegue se restabelecer dos danos causados

pela toxidez de aluminio, através do uso de um antioxidante.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.A cultura da soja

A soja pertence a classe Dicotyledoneae, & subclasse Archichlamydeae, a ordem
Rosales, a subordem Luguminosineae, a familia Leguminoseae, a subfamilia Papilionaceae,
a tribo Phaseoleae, ao género Glycine Linné, ao subgénero Glycine subgénero soja
(Moench) e & espécie Glycine Max (Linné) Merrill (BOREM, 1999b).

Leguminosa domesticada pelos chineses ha cerca de cinco mil anos. H& trés mil anos a
soja se espalhou pela Asia, onde comegou a ser utilizada no consumo humano por seu alto
valor alimenticio. No final do século XV chegou ao ocidente, mas foi s6 no inicio do século
XX que passou a ser cultivada comercialmente nos Estados Unidos. A partir de entdo, houve
um rapido crescimento na producdo, com o desenvolvimento das primeiras cultivares
comerciais (CONWAY, 2003). E cultivada em mais de 80 paises, gerando um volume
superior a 162 milhdes de toneladas métricas de grdos. O Brasil ocupa o segundo lugar no
ranking dos maiores produtores e exportadores dessa leguminosa (IBGE, 2004).

A soja é utilizada como constituinte em muitos alimentos processados e representa a
principal fonte de Oleo e proteina para ragdes destinadas a alimentacéo animal (IBGE, 2004).
O gréo da soja da origem a produtos e subprodutos utilizados atualmente pela agroindustria
de alimentos e industria quimica. A proteina de soja da origem a produtos comestiveis

(ingredientes de padaria, massas, produtos de carne, cereais, misturas preparadas, bebidas,



23

alimentacio para bebés, confeccBes e alimentos dietéticos). E utilizada também pela
industria de adesivos, nutrientes, alimentacdo animal, adubos, formulador de espumas,
fabricacdo de fibra, revestimento, papel e emulsdo de agua para tintas. A soja integral €
utilizada pela inddstria de alimentos em geral e o dleo cru se transforma em o6leo refinado e
lecitina, que da origem a inumeros outros produtos (CONWAY, 2003).

As leguminosas, principalmente a soja, tém sido utilizadas como plantas indicadoras
da toxidez de aluminio por serem mais sensiveis a sua presenca na solucdo do solo, com as
respostas drasticas a essa toxidez, se manifestando no estadio plantular (MARSCHNER,
1995). Portanto considerada uma espécie muito, sensivel a acidez dos solos (FAQUIN et al.,
2000).

3.2.Acidez do solo
As areas de acidez natural dos solos concentram-se em duas amplas regides: uma no

hemisfério norte, coberta por bosques de coniferas, sob clima temperado e outra, de
distribuicdo intertropical, coberta por savanas e florestas Umidas (VON UEXKULL &
MUTERT, 1995). Além disso, em outras partes do mundo, os niveis de acidez dos solos
estdo aumentando, em decorréncia de atividades humanas. Entre os motivos de acidificacao
antropogénica dos solos estdo a liberagcdo atmosférica de poluentes industriais, associada a
lixiviacdo de solos com chuvas acidas, as atividades de mineragdo e, no setor agricola, a
nitrificacdo subsequente a aplicacdo de altas doses de fertilizantes amoniacais (RENGEL &
ZHANG, 2003).

S6 no Brasil, mais de 500 milhdes de hectares sdo cobertos por solos acidos, que
compreende cerca de dois tercos do total do seu territorio a maior area de solos acidos dentro
de um unico pais (VITORELO, 2000). Um estudo abrangendo 26 solos de regibes
brasileiras mostrou que 75% dos valores de pH da camada superficial variam entre 3,78 e
5,52 e que o AI** foi o cétion trocavel predominante em mais de um tergo dos solos com pH
inferior a 5,6 (ABREU JUNIOR. et. al., 2003).

A medida que os solos se acidificam, fons Al presentes sdo solubilizados e passam a
ocupar as posicOes de troca catidnica, em superficies eletronegativas dos coldides,
substituindo os cations removidos por lixiviacdo. Por ser um cétion trivalente, o Al*® é retido
firmemente e, sua concentragéo, na solugéo do solo, é baixa, dentro de uma faixa de umol L
! (HAYNES & MOKOLOBATE, 2001).

O aluminio pode ocorrer sob diferentes formas na solu¢do do solo, apresentando-se

predominantemente como aluminio trivalente (Al*) em condigbes &cidas (pH < 5,0) e a
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medida que o pH aumenta as espécies AI(OH)*" e AI(OH)," podem ser formadas. Parte da
dificuldade em estudar os processos que ocorrem nas plantas, decorrentes da agdo deste
metal, pode ser atribuida a sua complexidade (DELHAIZE & RYAN, 1995).

3.3.Toxicidade de aluminio nas plantas
O efeito da acidez do solo sobre as plantas provém principalmente de alteraces

quimicas, entre elas: solubilizacdo do aluminio (Al), manganés (Mn) e ferro (Fe) na solugéo
do solo, atingindo niveis toxicos, assim como a complexacdo de alguns elementos
essenciais, sendo o fosforo (P) o mais limitado (KOCHIAN, 1995).

Devido as influéncias do pH e de sua forca idnica, o poder fitotoxico do Al nédo
decorre diretamente de sua concentracdo total em solucdo, sendo da atividade das espécies,
individualmente, podendo apresentar maior ou menor grau de Fitotoxidade; assim, a
identificacdo do grau de toxidez das diversas espécies tem sido outra &rea de estudo aberta a
controvérsias (TAYLOR et al., 2000).

Nas células das raizes, o aluminio altera as propriedades da parede celular e da
plasmalema, afetando a absor¢do de ions e o sistema de carregadores de nutrientes,
resultando na inibicdo da elongacdo celular do eixo principal, o que torna as raizes mais
grossas e pouco funcionais (DELHAIZE & RYAN, 1995). Assim, ocorre uma redugdo na
capacidade da planta para obter agua e nutrientes do subsolo, em virtude do enraizamento
superficial, tornando-a, portanto, menos produtiva e mais susceptivel a seca (EMBRAPA,
2006). Para Kochian (1995), a reducéo da taxa de elongacdo do sistema radicular manifesta-
se apds uma breve exposicdo das raizes as solu¢des contendo aluminio.

O primeiro sitio de fixacdo de aluminio se situa na coifa e na mucilagem radicular. De
acordo com Barceld & Poschenrieder (2002), o primeiro sintoma da toxidade do aluminio é
extremamente rapido, em questdo de minutos ocorre inibicdo do crescimento da raiz que
resulta em reducdo e danos no sistema radicular. Primeiramente, o aluminio inibe a
expansdo e elongacdo das células das raizes, e posteriormente a divisdo celular
(MATSUMOTO, 2000). O sitio da toxidade do aluminio esta localizada no apice da raiz,
sendo esta regido alvo de muitas pesquisas de tolerancia ao aluminio (SIVAGURU et al.,
1999).

Em geral, o efeito toxico do aluminio é bem notado em raizes de plantas antes que
qualquer sintoma possa ser evidenciado na parte aérea. Contudo, pode-se observar reducdo
do crescimento (JONES & KOCHIAN, 1995) que pode ser uma conseqiiéncia dos danos
que ocorrem na raiz (MATSUMOTO et al., 2000), tais como o limitado crescimento que
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restringe a absorcdo de nutrientes e agua, principalmente fosforo e calcio. Desta forma, a
toxidez do aluminio pode afetar consideravelmente o rendimento das culturas, em solos com
baixa fertilidade.

Os sintomas de aluminio nem sempre sdo facilmente identificaveis. Os sintomas
foliares se assemelham a deficiéncia de fésforo (folhas de crescimento anormal; coloracao
purpura, nas folhas e nas nervuras) ou ainda a deficiéncia de célcio (enrolamento das folhas
jovens, colapso do apice da planta e dos peciolos) podendo haver variagbes de sintomas a
depender da espécie estudada (MATSUMOTO et al., 2000). Alem disso, pelo fato do
aluminio ser um ligante metalico com preferéncia por doadores de oxigénio e alta afinidade
por grupos carboxila e fosfato, este se liga principalmente aos componentes da parede
celular (ZHANG & TAYLOR, 1991). Entretanto, também hé& evidéncias que o mesmo é
transportado através da membrana plasmatica da raiz para dentro das células apds curta
exposicdo. A quelatacdo do aluminio por &cidos organicos excretados pelas raizes em
resposta a sua toxicidade € um mecanismo bastante evidente de escape (PELLET et al.,
1995).

3.4.Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é definido como um acimulo de Espécies Reativas de Oxigénio -
EROs que causam danos a estrutura das biomoléculas DNA, lipidios, carboidratos e
proteinas, além de outros componentes celulares. As espécies reativas de oxigénio podem
ser geradas de forma enddgena durante o metabolismo celular, ou de forma exdgena, como
por exposicdo a alguns estresses. Para se defender destas espécies reativas de oxigénio, as
células aerdbicas desenvolveram varios mecanismos de defesa podendo este ser fisicos ou
quimicos, neste, enzimas antioxidantes, como por exemplo, peroxidases do ascorbato
(APX), catalase (CAT), dismutase de superdxido (SOD), desempenham esse papel.
Aliados a essas enzimas as células também possuem antioxidantes de baixo peso molecular,
ndo enzimaticos, como o acido ascorbico, a glutationa reduzida (GHS) e outro grupos
tiolicos ndo protéicos que removem tipos diferentes de EROs. O estresse oxidativo é um
importante componente da reagdo das plantas a niveis toxicos de aluminio, estimulando a
acao dessas enzimas antioxidantes. (RICHARDS et al., 1998).

Ainda existem os antioxidantes extrinsecos que sdo normalmente aditivos sintéticos e
utilizados na industria de alimentos. O uso desses antioxidantes € realizado para aumentar o

tempo de conservacdo dos alimentos. Os antioxidantes principais e mais conhecidos fazem
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parte de grupo polifendis, como butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT),
terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e propil galato (PG), que sdo sintéticos, e tocoferois, que
sdo naturais. Estes ultimos também podem ser classificados como antioxidantes bioldgicos
(MANCINI, 2008).

Antioxidante sintético

O BHA é um dos antioxidantes sintéticos mais utilizados na industria de alimentos.A
estrutura fendlica destes compostos Figura 1. permite a doagcdo de um proton a um radical
livre, regenerando, assim, a molécula do acilglicerol e interrompendo o mecanismo de
oxidacdo por radicais livres. Dessa maneira, os derivados fendlicos transformam-se em
radicais livres. Entretanto, estes radicais podem se estabilizar sem promover ou propagar
reacdes de oxidacdo (MANCINI, 2008).

OH
C(CH,),

OCH,

BHA

Figura 1. Estrutura fendlica do antioxidante sintético Butil hidroxi anisol - BHA.

O BHA é um antioxidante mais efetivo na supressdo da oxidacdo em gorduras
animais que em o6leos vegetais. Como a maior parte dos antioxidantes fendlicos, sua
eficiéncia é limitada em Oleos insaturados de vegetais ou sementes. Apresenta pouca
estabilidade frente a elevadas temperaturas, mas é particularmente efetivo no controle de
oxidacdo de &cidos graxos de cadeia curta. O BHA age como sequestrante de radicais
peréxidos. Os antioxidantes fendlicos funcionam como seqlestradores de radicais e,
algumas vezes, como quelantes de metais, agindo tanto na etapa de iniciacdo como na
propagacdo do processo oxidativo. Os produtos intermediarios formados pela acdo destes
antioxidantes sdo relativamente estaveis, devido & ressonancia do anel aromatico
apresentada por estas substancias (MANCINI, 2008).

No metabolismo celular aerébico a formacdo de EROs € inevitavel, pois séo

produzidas no processo de respiracdo celular que ocorre nas mitocondrias das células, bem



27

como nas vias relacionadas a fotossintese. Nestes eventos celulares, as EROs sé&o
subprodutos fundamentais do metabolismo aerdbico (MITTLER, 2002).

SituacgOes de estresse podem intensificar a producdo de EROs, aumentando a oxidagao
dos componentes celulares, o que pode causar danos aos organismos (SCANDALIOS,
2002). Nesses casos as EROs sdo citadas como centralizadores de uma resposta a agentes
estressores (MITTLER 2002; MITTLER et al, 2004).

As EROs, formadas por elétrons livres ou ndo pareados, tém uma instabilidade elétrica
muito grande, e por esta razdo, mesmo tendo meia vida muito curta, apresentam grande
capacidade reativa, podendo afetar qualquer composto que esteja proximo, a fim de captar
um elétron desse composto na intencdo de obter sua estabilizacdo. Desse modo, as EROs
podem iniciar reacGes em cadeia com varias moléculas organicas, que nesse caso funcionam
como substancias oxidantes, levando a peroxidacdo lipidica, a inativacdo de enzimas e a
degradacdo de &cidos nucléicos, dentre outras consequéncias (LAMB & DIXON, 1997).

A formacdo das EROs se da primeiramente pelo o radical superoxido (O), que pode
ser dismutado em perdxido de hidrogénio (H,O,) ou mesmo através de acao catalitica, pela
atuacdo da enzima superéxido dismutase (SOD) (HALLIWELL & GUTTERIDE, 1998).
Podem ser geradas pela desestabilizacdo das camadas de elétrons do O, formando os
radicais O;; H,0, e OH (DAVIES, 1982).

Possuem potencial para interagir de forma ndo especifica com muitos componentes
celulares, desencadeando reacdes peroxidativas e causando um dano significante as
membranas e a outras macromoléculas essenciais, tais como os pigmentos fotossintéticos, as
proteinas, os &cidos nucléicos e os lipidios (SHALATA & TAL, 1998). A peroxidacdo
lipidica é uma das principais consequéncias da cadeia de reacdo dos radicais livres. Os
radicais mais reativos, como o0s superdxidos, atacam as moléculas bioldgicas pela abstracdo
do hidrogénio e este mecanismo desencadeia a peroxidacdo lipidica (HALLIWELL &
CHIRICO,1993). A peroxidagdo lipidica em biomembranas causa danos na estrutura e
funcionamento da mesma, alterando sua fluidez, inativando os receptores e as enzimas da
membrana e aumentando a permeabilidade a fons como o Ca** (HALLIWELL & CHIRICO,
1993). A iniciacdo da peroxidacdo ocorre pelo ataque aos acidos graxos, ou a um lado
especifico da cadeia de qualquer substancia quimica que tenha reatividade suficiente para
separar um H® da cadeia do A&cido graxo. Os é&cidos graxos poliinsaturados s&o
particularmente sensiveis a peroxida¢do (HALLIWELL & CHIRICO, 1993).
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3.5.Por que utilizar a cultura da soja como modelo vegetal?

Nos ultimos dez anos houve um répido avanco dos campos de soja no Nordeste e a
producdo alcangou nimeros maiores que o triplo das producbes anteriores sendo uma
consequéncia da ampliacdo das areas de plantios nos estados da Bahia, Maranhdo e Piaui.
Esses estados em conjunto representam 75% da producdo de soja no Nordeste. Dos dez
maiores municipios produtores, seis estdo localizados no oeste da Bahia, trés no Maranhdo e
um no Piaui (IBGE, 2009).

Em 2002 a producéo nordestina era pouco mais de 2,1 milhdes de toneladas e em 2008
subiu para 4,8 milhdes de toneladas assim tornando-se a terceira maior regido produtora do
Brasil, apds Centro-Oeste e Sul. A safra de soja em 2007/08 foi de 1,6 milhdes de hectares e
produtividade média de 3 mil toneladas por hectare, a mais elevada do Pais.

A soja tornou-se uma das culturas de exportacdo mais importantes cultivadas no
Brasil. Uma vasta area de campos de soja € cultivada atualmente em regi6es do Cerrado, e
esta aumenta consideravelmente a cada ano. Nesta regido, os niveis de acidez de mais de
50% dos solos sdo elevados e os niveis de aluminio (Al) nas camadas superficiais e sub-
superficie tornam-se toxicas para as plantas (ESWARAN, 1997). Sendo a toxidez por
aluminio o principal efeito da acidez dos solos. (FAQUIN et al., 1994). Desta forma o seu
cultivo nestas areas pode ser um fator limitante para a producdo agricola devido aos danos
sofridos pelas plantas.

A toxidez por Al é considerada a maior fonte de estresse abidtico em plantas
cultivadas em todo mundo. A producdo de Soja, como outras culturas, é severamente afetada
pela toxicidade de Al em solos acidos. O mecanismo de respostas a toxidez de aluminio em
soja ainda nédo séo bem entendidos (DONG et al. 2004, ERMOLAYEV et al. 2003).

Na exposicdo a estresses ambientais, as plantas exibem uma grande variedade de
respostas nos niveis molecular e celular, atingindo praticamente todo aspecto da fisiologia e
do metabolismo da planta (FLOWERS et al., 2000; HASEGAWA et al., 2000; XIONG &
ZHU, 2002). Mudangas morfologicas e no desenvolvimento (como ciclo de vida, inibi¢do do
crescimento da parte aérea e aumento do crescimento da raiz), ajustamento no transporte de
fons (como a absorcdo, extrusdo e sequestro de ions) e mudangas metabdlicas (como
metabolismo do carbono, sintese de solutos compativeis, aumento da sintese de compostos
antioxidantes, aumento da atividade de enzimas) sdo respostas comuns a estresses
ambientais variados (XIONG & ZHU, 2001; 2002). Algumas dessas respostas sao
desencadeadas por sinais de estresse ambiental primario, enquanto que outras podem

resultar de estresses secundarios ou de sinais secundarios. Ainda que algumas mudangas
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sejam claramente adaptativas, outras sdo simplesmente consequiéncias da injdria causada
pelo estresse (XIONG et al., 2002; ZHU, 2002).

Assim espécies vegetais ndo adaptadas aos niveis toxicos de Al*® podem apresentar
crescimento radicular prejudicado ou paralisado, desta forma terdo um menor volume de solo
explorado por suas raizes e consequentemente um menor aproveitamento de agua e nutrientes
(MALAVOLTA et al., 1997). Embora exista uma variacdo significativa da tolerancia ao Al
entre gendtipos de soja (Menosso et al., 2000; Silva et al., 2000), a espécie é relativamente
sensivel a acidez do solo, em comparagdo com outras culturas e espécies arboreas (MOYER,;
HENRY et al., 2003).

Para superar as restricdes a producdo agricola em solos ricos em aluminio a selecéo de
cultivares tolerantes a sua toxidade e a exploracdo do potencial genético destas culturas
tolerantes € de grande importancia, pois espécies e cultivares diferem amplamente no grau de
tolerancia ao excesso deste elemento no solo (OLIVEIRA, 2002).

Durante a exposicao a estresses ambientais as plantas exibem uma grande variedade de
respostas nos niveis molecular e celular, alterando vérios aspectos fisiol6gicos e metabdlicos
(HASEGAWA et al.,, 2000; ZHU, 2002). Mudancas morfofisiologicas e bioquimicas
relacionadas ao desenvolvimento da planta (mudancas no ciclo de vida e na relacdo parte
aérealraiz), com a homeostase idnica (particdo, extrusdo e sequestro de ions) e com o
metabolismo priméario (sintese de osmosolutos e expressdo de proteinas), sdo respostas
comumente observadas em plantas submetidas a estresses (XIONG e ZHU, 2002).

Poucas publicacdes tratam especificamente do estresse induzido por aluminio, as quais
indicam que existe uma relacdo entre a toxidade do fon Al*® e a produgdo de enzimas
relacionadas a espécies oxidativas de oxigénio e a peroxidacéo de lipidios (YAMAMOTO et
al, 2001). Assim alguns estudos estdo sendo realizados testando a hipotese da tolerancia ao
aluminio estar relacionada a capacidade das plantas suportarem o estresse de oxidativo
induzido por Al. Niveis toxicos deste elemento podem induzir a producdo de EROs
(YAMAMOTO, 2001) ativando genes que codificam a sintese ou a ativacdo de enzimas
relacionadas ao sistema de defesa antioxidativo das plantas (EZAKI et al., 2000).

Desta forma estes estudos relacionam o Al*® ao estresse oxidativo, principalmente &
peroxidacdo de lipidios e proteinas da membrana plasmatica (YAMAMOTO et al, 2001). A
peroxidacdo dos lipidios seria resultado dos efeitos do Al** na membrana (alteracéo de sua
fluidez, permeabilidade, etc.), aumentando sua susceptibilidade a peroxidacdo (CAKMAK &
HORST, 1991). No entanto, também ha a hipotese de a geracdo da peroxidacdo lipidica,

medida por Al, pode ocorrer devido ao aumento na produgdo de EROs induzido por esse
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metal, aliada a reducdo na capacidade de destoxificacdo destas espécies (RYYPPO et al.,

1998). Por isso tudo é que o material vegetal escolhido foi a cultura da soja.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Estratégia experimental

Na tentativa de obter respostas a respeito da hipdtese levantada neste trabalho, uma
sequéncia metodoldgica foi organizada envolvendo quatro experimentos. O primeiro
experimento consistiu na caracterizacdo da toxidez de aluminio em uma cultivar de soja

I** durante 7

(Msoy 822) submetida a concentrag@es crescentes (0, 25, 50, 75 e 100umol) de A
dias. Observou-se que a dose de 50uM de aluminio poderia causar toxidez nas plantas de soja,
porém optou-se por utilizar a concentracdo maior, de 100 ul, pois a concentracdo menor
poderia ndo ser suficiente para resultar em alteragdes nos parametros que seriam avaliados nos
experimentos seguintes, baseado nesta constatacdo realizou-se o segundo experimento,
submetendo cinco cultivares de soja (M-Soy 8222, M-Soy 8866, M9144RR, M-Soy 9350 e
FT-106) a 0 e 100 uM de AI** (concentracdo identificada anteriormente como toxica)
objetivando selecionar as cultivares que apresentassem tolerancia diferencial a toxidez de
AI**. Assim as plantas permaneceram por 7 dias.

Apbs identificar duas cultivares de tolerancia diferencial ao aluminio M-Soy 8222 e M-
Soy 9144 realizou-se o terceiro experimento para observar o comportamento, destas cultivares
a tempos de exposicido ao Al*, pH baixo e antioxidante. Para isso as duas cultivares foram

submetidas a concentracdes de pH, tratamentos de AI** e BHA (pH 6,0, pH 4,0, 200 pmol de
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Al 200 pmol de Al + 100pmol de BHA e 100 pmol de BHA) em cinco tempos de
exposicdo (0, 12, 24, 48 e 72 horas). Neste experimento utilizou-se a concentracdo de
200umol, pois a concentracdo de 100uM poderia ndo ser suficiente para resultar em
alteracbes nos parametros observados neste experimento, relacionado com o estresse
oxidativo. Observou-se através dos parametros avaliados que o efeito do aluminio sé ocorreu
apos 24h de exposicdo ao ion, e que 24h de aplicagdo do antioxidante BHA ¢é suficiente para
recuperacdo das plantas ao estresse. Observou-se também que 200uM de aluminio ndo é
suficiente para causar danos na parte aérea e por isso estudou-se apartir deste experimento,
apenas os efeitos nas raizes das plantas de soja.

Com base em todos os dados obtidos através dos experimentos anteriores, realizou-se o
quarto experimento, com duas cultivares, de comportamento contrastante e cinco tratamentos,
como no experimento anterior, porém neste apenas um tempo foi observado (72 horas). Este
experimento foi realizado com o objetivo de confirmar os resultados obtidos no terceiro

experimento no tempo de 72 horas e ainda confirmar os efeitos do antioxidante BHA.

4.2. Material vegetal

O material vegetal utilizado foram plantas de soja cujas sementes foram adquiridas da
Monsanto® Agroindustria, por aquisi¢cdo comercial. Em todos os experimentos, para obtencédo
das plantas, realizou-se uma semeadura em bandejas de isopor contendo areia lavada,
semeando-se uma semente por célula e irrigando diariamente com agua destilada. Para isso as
sementes passaram por processo de desinfeccdo, onde permaneceram em solugdo de NaClO a
0,2% (v/v), por 1 minuto, em seguida foram lavadas por 3 vezes com agua destilada e por fim
permaneceram por mais 0,5 minuto em alcool 70%. As plantas comegaram a germinar aos

trés dias da semeadura.

4.3. Local do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, do Laboratério de Metabolismo e
Estresse de Plantas (LABPLANT), do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Ceara, localizada no Campus do Pici, em Fortaleza, Ceara, Brasil,
que, de acordo com a classificagdo de Koppen, possui um clima do tipo Aw’ e situa-Se a uma
altitude de 20 m acima do nivel do mar, com as seguintes coordenadas geograficas: latitude 3°
44’ S e longitude 38° 33° W.
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4.4. Meio de cultivo

A solucéo nutritiva utilizada foi de Clarck, (1975), modificada, apresentando a seguinte
composic¢do de macronutrientes (mM): 2,07 Ca(NO3),; 1 NH,CI; 0,14 K,HPOy; 0,25 MgSOy;
1,86 KNO3; 0,25 MgCI e micronutrientes (uM): 40 H3BOs3; 9 MnCly; 3 CuSOy; 7 ZnM0OQy;
0,1 Na,Mo0Qy; 100 Fe-EDTA, com ajuste do pH para 6,0£0,2.

4.5. Conducdes experimentais

4.5.1. Experimento | — Caracterizacdo da toxidez de aluminio em cultivar de soja
submetida a concentragdes crescentes (0, 25, 50, 75 e 100uM) de aluminio

4.5.1.1. Objetivo

Avaliar o comportamento da planta de soja submetida a concentragdes crescentes de
aluminio (0, 25, 50, 75 e 100 uM).

4.5.1.2. Desenho experimental

Antes de transferéncia das plantas para solugdo nutritiva elas foram selecionadas
guanto tamanho e expansao de folhas para que fossem transferidas para vasos com capacidade
de 900 ml contendo solucdo nutritiva, Clarck, 1975, modificada (de acordo com o tem 4.3) e
oxigenacdo através de compressores de ar. Desta forma as plantas permaneceram por 3 dias
(periodo de aclimatacao). Apds periodo de aclimatacdo o pH foi ajustado a 4,0+0,2 para que
posteriormente fosse aplicado os tratamentos de aluminio (0, 25, 50, 75 e 100 uM). O pH da
solugédo foi aferido diariamente, com HCI 1,0N ou NaOH 1,0N, de forma que a solucéo
permanecesse na mesma faixa de pH, conforme a necessidade. Havia medicOes de
comprimento da parte aérea e raiz a cada dois.

A coleta foi realizada aos sete dias de tratamento. Na coleta foram realizadas medicdes
de comprimento de parte aérea e raiz e determinacdo de dano de membrana. As plantas foram
divididas em parte aérea e raiz e assim acondicionadas em sacos de papel e levadas a secar em
estufa a 70°C ate que material atingisse peso constante, determinando posteriormente o peso
de massa seca das plantas.

4.5.2. Experimento Il - Resposta diferencial ao aluminio em cultivares comerciais de

soja (Glicine max, L).
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4.5.2.1 Objetivo

Avaliar a tolerancia de cinco cultivares de soja (M-Soy 8222, M-Soy 8866, M9144RR,
M-Soy 9350 e FT-106) quanto a toxidez causada por aluminio submetendo-as a uma
concentracdo de 100uM deste ion, identificada no experimento I, como toxica para planta de

soja.
4.5.2.2. Desenho experimental

Antes da transferéncia das plantas para solucdo nutritiva elas foram selecionadas quanto
tamanho e expanséo de folhas para que fossem transferidas para vasos com capacidade de 900
ml contendo solucdo nutritiva, Clarck, 1975, modificada (de acordo com o tem 2.3) e
oxigenacdo através de compressores de ar. Assim as plantas permaneceram por 3 dias
(periodo de aclimatacdo). Apos periodo de aclimatacdo o pH foi ajustado a 4,0+0,2 para que
fosse aplicado o tratamento de aluminio. Desta forma, as cinco cultivares de soja
permaneceram por sete dias em condigdes de presenca e auséncia de aluminio, 0 e 100 uM
respectivamente. Medi¢des de comprimento de parte aérea e raiz foram realizadas a cada dois
dias. A coleta foi realizada aos sete dias de tratamento, nesta ocasido, houve medigdes de
comprimento e determinacdo de dano de membrana, posteriormente as plantas foram
divididas em parte aérea e raiz para que fossem acondicionadas em sacos de papel e levadas a

estufa a 70 °C ate atingir peso constante, para posterior determinacdo de massa seca da planta
4.5.3. Experimento 111 — Estresse oxidativo causado em cultivares de soja pela exposi¢ao
ao Al™ e pH baixo em diferentes tempos.
4.5.3.1. Objetivo

O objetivo deste experimento foi estudar se ha correlacdo entre o estresse causado por
Al™ e pH baixo em plantas de soja e 0 aumento de Espécies Reativas de Oxigénio em

diferentes tempos.

4.5.3.2. Desenho experimental
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Neste experimento foram utilizadas duas cultivares de soja M-Soy 8222 e M-Soy 9144
que apresentaram comportamento contrastante a presenga do aluminio no experimento Il. Os
procedimentos de desinfeccdo, semeadura e transferéncia para solucdo nutritiva, foram
realizados de acordo com os experimentos anteriores. As plantas Foram submetidas a
concentracbes de pH (4,0 e 6,0), A" (200 uM), AI** + BHA(200 uM+ 100 uM) e BHA
(100uM). No periodo de aclimatacdo as plantas permaneceram em solucdo nutritiva com pH
6,0, logo ap6s, o pH foi ajustado a 4,0 para que fosse aplicado os tratamento de Al** e BHA.
O tratamento de aluminio foi aplicado apos o ajuste do pH para 4,0, enquanto que o de BHA
foi aplicado 48 horas ap6s a aplicacdo do tratamento de aluminio.

As coletas foram realizadas em cinco tempos (0, 12, 24, 48 e 72 horas). de acordo com
a llustracéo I.

As medicbes de comprimento de raiz foram realizadas por ocasido da transferéncia das
plantas para solucdo nutritiva e outra a cada coleta realizada. Ainda na coleta foi realizada a
medida de dano de membrana. As raizes apds as medi¢des de comprimento e retirada do
material para medir dano de membrana foram imediatamente congeladas em N, liquido e
armazenadas a -80 para analises posteriores. As analises realizadas com esse material foram:
peroxidacdo de lipideos (TBARS), proteinas soltvel e insollvel, peroxidases do ascorbato
(APX), catalases (CAT) e dismutases do superoxido (SOD).
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llustracéo 1. Descricdo da coleta do experimento I11.
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4.5.4. Experimento IV — Estresse oxidativo causado em plantas de soja pela exposicdo a

72 horas ao Al*®e pH baixo.
4.5.4.1. Objetivo

Confirmar os resultados obtidos no experimento Ill, no tempo de 72 horas de
exposicao a um nivel toxico de Al* e pH baixo e o efeito do antioxidante - BHA.

4.5.4.2. Desenho experimental

Neste experimento foram utilizadas as mesmas cultivares, M-Soy 8222 e M-Soy 9144,
do experimento Il1. Os procedimentos de desinfeccdo, semeadura e transferéncia para solucao
nutritiva, foram realizados de acordo com o0s experimentos anteriores. As plantas foram
submetidas a de concentracées de pH (4,0 e 6,0), AI** (200uM) e APF* + BHA (200uM +
100uM) e BHA (100uM). No periodo de aclimatacdo as plantas permaneceram em solucéo
nutritiva com pH 6,0, logo apds, o pH foi ajustado a 4,0 para que fosse aplicado o0s
tratamento de AI** e BHA. O tratamento de AI** foi aplicado ap6s o ajuste do pH enquanto
que o de BHA foi aplicado 48 horas ap6s a aplicacdo do tratamento de aluminio. A coleta
foi realizada apds 72 horas da aplicacdo do tratamento de aluminio de acordo com a
llustracéo 2.

As medic¢Oes de comprimento de raiz foram realizadas por ocasido da transferéncia das
plantas para solugéo nutritiva, outra no dia da aplicagdo do BHA e ultima no dia da coleta.
Ainda na coleta foi realizada a medida de dano de membrana. Apds as medicbes de
comprimento e retirada do material para medir dano de membrana, uma parte das raizes foram
acondicionadas em sacos de papel para serem levadas a estufa a 70°C, para posterior
determinacdo do ion aluminio. A outra parte das raizes eram imediatamente congeladas em
N, liquido e armazenadas a -80 para posterior analise de perdxido de hidrogénio e
peroxidacdo de lipideos (TBARS), proteinas soluvel e insollvel, peroxidases do ascorbato
(APX), catalases (CAT) e dismutases do superoxido (SOD).
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Coleta Unica as 72 horas
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pH 4,0
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BHA

+
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A A

llustracéo 2. Descricdo da coleta do experimento IV

4.6. Delineamento e andlise estatistica

Em todos os experimentos foi utilizado delineamento em blocos casualizados. Para o
experimento |, foi utilizado uma cultivar (M-Soy 8222), cinco tratamentos (0, 25, 50, 75 e
100uM de Al) e trés repeticdes. No experimento Il, cinco cultivares (M-Soy 8222, M-Soy
8866, M9144RR, M-Soy 9350 e FT-106), dois tratamentos (0 e 100uM de Al) e trés
repeticbes. No experimento Ill, duas cultivares (M-Soy 8222 e M-Soy 9144), cinco
tratamentos (pH 4,0; pH6,0; 200uM de Al; 200uM de Al + 100uM de BHA e uM de BHA),
cinco tempos de coleta (0, 12, 24, 48 e 72 horas) e trés repeticdes. No experimento 1V, foram
utilizadas duas cultivares, cinco tratamentos ( pH 6,0, pH4,0, 200uM de Al*® e 200uM de
Al + 100uM de BHA e 100pM de BHA), um tempo de coleta (72 horas) e trés repeticdes.
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Os resultados obtidos foram comparados, em mesmo nivel de significancia, pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade pelo programa computacional SISVAR - Sistema de Analise
de Variancia para Dados Balanceados - desenvolvido por Ferreira (2000).

4.7. AvaliacOes

4.7.1. Determinacao do crescimento relativo da raiz e parte aérea.

Em todos os experimentos foram realizadas determinacGes do crescimento relativo da
parte aérea e da raiz com o auxilio de escala métrica. Assim relacionaram-se os dados de
crescimento das plantas tratadas com aluminio e das plantas controle, em fungdo do tempo

exposicao.

4.7.2. Pesagem de massa da matéria seca

A pesagem foi realizada com o auxilio de balanca analitica, para isso as plantas ap6s
coleta foram separada em parte aérea e raiz (apenas para os experimentos | e Il), armazenadas
em sacos de papel e assim levadas a estufa a 70°C por um periodo de 72 horas. Quando o

material atingiu peso constante procedeu-se a pesagem.

4.7.3. Porcentagem de dano de membrana

A metodologia utilizada foi adaptada a partir de Blum e Ebercon (1981). Para isso 10
discos de folhas primarias foram retirados por meio de um perfurador cilindrico de base com
didmetro de 10 mm. Em seguida, os discos foram colocados em tubos rosqueados contendo
10 ml de H,O deionizada, e fechados hermeticamente. Retirou-se os primeiros 5cm da raiz
para realizar a medida do dano de membrana, da mesma forma utilizada para os discos
foliares, colocou-se o material radicular em tubos contendo agua deionizada.

Os tubos foram deixados em repouso, a temperatura ambiente (25 °C), por 6 horas, sob
agitacdo ocasional. Decorrido o tempo estabelecido, a solugdo que estava em contato com o0s
discos foi transferida para tubos de ensaio e a primeira leitura (L1), em condutivimetro, foi
determinada. A solucéo foi devolvida para os tubos rosqueados ainda com o material vegetal,
estes, fechados hermeticamente e aquecidos em banho-maria a 100 °C, por 60 minutos. Assim
em temperatura ambiente, a agua de contato foi novamente transferida para tubos de ensaio e
novas leituras (L2), foram realizadas.

O percentual de dano de membrana foi calculado a partir da relagdo entre os valores da

primeira e da segunda leitura de acordo com a formula:
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% DM - L1 x 100,
L2

Onde: % DM: percentagem de dano de membrana
L1: Leitura inicial
L2: Leitura final

As seguintes determinagOes foram realizadas apenas nos experimentos Il e 1V

4.7.4. Extracdo de proteinas solavel e insolGveis

Para extracdo de proteinas soltvel e insolivel 100 mg de raizes foram maceradas em
presenca de N, ate a obtencdo da farinha e em seguida adicionado 1 mL de TCA 5%. O
extrato foi centrifugado a 10.000 x g por 30 min em 4°C, o sobrenadante foi coletado e
utilizado para determinacdo de proteinas sollveis. Para a determinacdo das proteinas
insollveis o precipitado foi resuspendido em 1 mL de uréia 8M + tiouréia 1M + CHAPS 2%
+ DTT 50 mM + Anfélitos 1%. O sobrenadante foi recolhido e utilizado para a determinacéo

das proteinas insolaveis.

4.7.5. Determinacao de proteinas soltvel e insolGveis

A determinacdo do conteudo de proteinas soluveis totais foi realizada pelo método descrito
por Bradford (1976). O método é baseado na mudanca da coloracdo do reagente Coomassie
Brilliant blue G-250 quando ligado a proteina e para a curva padrdao utilizou-se a proteina
albumina sérica bovina (BSA). Para a determinagdo, aliquotas de 10 pL do extrato protéico
diluido 1/4 foram misturadas com 2,5 mL do reagente de Bradford, submetidas a leve agitacdo e
incubados por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram lidas a 595 nm
e a concentracdo expressa em mg de proteina.g-1 MS.

A determinacdo do contetdo de proteinas insolUveis totais foi realizada com base no
método proposto por Lowry (1951). O metodo se baseia numa seqiiéncia de duas reacfes que
ocorre entre as ligacdes peptidicas protéicas com o fon Cu®** e em seguida a formago de um
complexo do acido molibdatotungsténico (presente no reagente de Folin-Ciocalteau) com os
residuos de triptofano e tirosina (abundantes nas proteinas insolaveis) resultando em um

composto colorido que pode ter sua concentragdo estimada em espectrofotdmetro a 750 nm.
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Assim, para as determinacdes, aliquotas de 1 mL do extrato foram transferidas para tubos de
ensaio, adicionou-se 5 mL do reagente Folin C (Carbonato de sodio anidro 2% em NaOH
0,1N + sulfato de cobre 0,5% em de citrato de sédio 1%) e, apds 10 minutos, 0,5 mL do Folin
D (reagente de fenol 1N).

Por fim, os tubos foram incubados a 25 °C por 30 minutos e entdo as leituras foram
realizadas em espectrofotdbmetro a 750 nm. A concentracdo das proteinas insolUveis totais foi
obtida comparando-se com a curva padrdo de BSA e a concentracdo foi expressa em mg de

proteina.g™ MS.

4.7.6. Extracdo para determinar a peroxidacao de lipidios (TBARS)

Para a determinacdo da peroxidacdo de lipidios foi realizada extracdo, macerando 100
mg de raizes em N liquido e adicionando 1 mL de TCA 5%. O extrato foi centrifugado a
10.000g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e utilizado para a determinacéo da

peroxidacao de lipideos.

4.7.7. Determinacao da peroxidacao de lipideos

A peroxidacdo de lipidios foi mensurada a partir da quantidade de malonilaldeido
(MDA) do extrato de raizes, através da sua reacdo especifica com o acido tiobarbiturico
(TBA), reacdo na qual é gerado um cromoforo de cor avermelhada. O método que foi
utilizado foi descrito inicialmente por Heath & Packer (1968) e adaptado por Peixoto (1998).

Aliquotas de 500 pl do extrato foram transferidas para tubos de ensaio, e a estes
adicionados 2 ml de reagente contendo TBA a 0,5 % (p/v) dissolvido em TCA a 20 % (p/v).
Os tubos foram hermeticamente fechados e a mistura de reacdo ficou incubada em banho-
maria a 95 °C, por 45 min, e em seguida resfriada em banho de gelo. As amostras foram
centrifugadas a temperatura ambiente (25 °C) por 5 minutos, em centrifuga de bancada. As
leituras foram realizadas a 25 °C nas absorbancias de 532 e 660 nm, respectivamente (esta,
relativo a reacdo ndo especifica). A segunda leitura foi subtraida da primeira para obtencéo da
leitura especifica e a quantidade do complexo MDA-TBA formada foi calculada através do
coeficiente de extingdo molar de 155 mM™ cm™ (Heath & Packer, 1968). Os resultados foram
expressos em nmol MDA-TBA/ g MF



43

4.7.8. Extracdo de perdxido de Hidrogénio (H,0,)

Para a extracdo de peroxido de hidrogénio foram maceradas 50 mg de raiz em N,
liquido e posteriormente, adicionado 500 uL de tampao fosfato de potassio 100mM, pH 6,0 +
KCN 5 mM + carvdo 0,3% + PVPP 0,1%. O extrato foi centrifugado a 12.000g por 15

minutos a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para a determinacao do peroxido de hidrogénio.

4.7.9. Determinacdo de peroxido de hidrogénio (H,0,)

A concentracdo de H,O, foi determinada pelo método descrito por Gay et al. (1999).
Neste ensaio, o peréxido de hidrogénio reage com Fe*? a pH baixo, na presenca do corante
alaranjado de xilenol (XO) para a formacdo de Fe™. A concentracdo de Fe** gerada foi
calculada pelo aumento da absorbancia, ocasionado pela formacao do complexo Fe-XO.

Aliquotas de 100 pl do extrato foram transferidas para tubos de ensaio e adicionado 900
pl de reagente contendo 0,25 mM de FeSO,, 0,25 mM de (NH,4),SO4, 0,25 mM de H,SOy,
124 uM de alaranjado de xilenol e 99 mM de sorbitol. A mistura de reacdo foi incubada por
30 minutos, a 25°C, e posteriormente, foram realizadas as leituras de absorbancia, no
comprimento de onda de 560 nm. As concentracdes de H,O, foram obtidas a partir de curva

padrdo e os dados foram expressos uMol/g MF.

% Atividades enzimaticas.
4.7.10. Extragdo enzimética

Para a extracdo enzimatica foi necessario macerar 100 mg de raiz em almofariz com N,
liquido e adicionar 1000 pL de tampéo fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0 + EDTA 1 mM +
acido ascorbico 1 mM. O extrato foi centrifugado a 12.000g a 4°C por 30 minutos. O

sobrenadante foi coletado e utilizado nas reaces enzimaticas abaixo.

4.7.11. Atividade de dismutase de superoxidos (SODs)

Esta atividade enzimatica foi determinada segundo metodologia adaptada de Peixoto
(1999) a partir de Del Longo et al. (1993) e Gianopolitis & Ries (1977). Neste método, é
determinada a inibicdo da redugdo do NBT (p-nitro blue tetrazolium) pelo extrato enzimatico,
evitando assim a formagéo do cromdforo. Neste ensaio, uma unidade de atividade enzimatica
(UA) de SOD é considerada como a quantidade de enzima necessaria para obter 50 % de
inibicdo da reducdo do NBT pela SOD contida no extrato enzimatico.

Para tanto, os extratos foram descongelados em banho de gelo (£4 °C) e apos liquefacéo
aliquotas de 100ul foram entdo transferidas para tubos de ensaios protegidos da luz, contendo
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tampdo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8, 0,1 mM de EDTA, 13 mM de L-metionina e 75
MM de NBT. A reagédo foi iniciada pela adigdo de 2 uM de Riboflavina e a concomitante
transferéncia dos tubos para uma cdmara iluminada por uma lampada fluorescente circular de
30 Watts, durante um periodo de 10 minutos. Em seguida, leituras de absorbancia a 560 nm
foram tomadas em espectrofotdmetro. Foram considerados como brancos da reacéo, 0s tubos
sem extrato, expostos e ndo expostos a luz. A atividade foi determinada pelo célculo da
quantidade de extrato que inibiu 50 % da reducdo de NBT (BEAUCHAMP e FRIDOVICH,
1971) e expressa em U/g MF/min (MAIA, 2004).

4.7.12. Atividade da peroxidases de ascorbato (APXs)
A atividade de APX foi determinada de acordo com o método de Nakano & Asada

(1981), modificado por Koshiba (1993), no qual a presenca de APX no extrato bruto diminui
a concentracdo de peroxido de hidrogénio do meio, pela reducdo de é&cido ascorbico
fornecido. Aliquotas de 100 pl dos extratos foram transferidas para tubos de ensaio e
adicionados, 2,7 ml de tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0, contendo 0,8 mM de acido
L-ascorbico P.A. A leitura da reagdo em espectrofotdmetro foi iniciada no momento da adi¢cdo
de H,O, ao meio de reacdo, observando o decréscimo da leitura no intervalo de 0-120
segundos (realizados a cada 30 segundos) em uma absorbancia de 290 nm.

Adicionalmente, leituras de tubos controles, com e sem a amostra, na auséncia de
peroxido de hidrogénio, foram realizadas. Para efeito de calculo, foi considerado que o
decréscimo de 1 unidade de absorbancia equivale a 1 unidade de atividade (UA). As
atividades do extrato total foram determinadas pelo calculo da quantidade de extrato que

reduziu a leitura de absorbancia em 1 UA e expressos em pumol ASA/g MF/ min

4.7.13. Atividade de catalase (CAT)

A determinacdo da catalase foi determinada pela adicdo de 100 pL do extrato
enzimatico a 2,9 mL de uma solucdo contendo H,0, 12,5 mM e tampao fosfato de potassio 50
mM, pH 7,0, e pela medicdo da diminuicdo da absorbancia a 240 nm, a 30°C (HAVIR &
MCHALE, 1987). A atividade da enzima foi calculada usando o coeficiente de extingdo molar
de 36M™*cm™

4.7.14. Determinacdo de aluminio (Método da aluminona, adaptado)
a) Obtencéo da curva padréo
Este método foi adaptado a partir método de Oliveira (2006). Para obtencdo da curva foi
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necessario o uso do tampéo acetato de aluminona pH 4,6, obtido atraves da adi¢cdo de 120 mL
de &cido acético glacial a 37 g de NaOH e 0,35 g de aluminona completado para um volume
de 1 L de &gua destilada e pH corrigido para 4,6. Uma solucéo padrdo contendo 10 ppm de
AI®* a partir de AINH4(SO4),.12H-0. E ainda o uso de uma solucéo de HCI 0,3N

A curva foi obtida conforme a Tabela 1. Apoés, agitar os tubos em vortex e leva-los ao
banho-maria a 80 °C durante 30 minutos este foram resfriados a temperatura ambiente e
adicionados 1 mL do tampdo acetato de aluminona. Desta forma permaneceram em repouso

por 30 minutos e em seguida a leitura foi determinada em espectrofotbmetro a A = 525 nm.

b) Obtencéo do extrato — Digestao nitroperclorica

Primeiramente 200 mg de massa seca foram colocadas em tubos digestor e adicionados 4
mL de uma mistura de acido nitrico (HNO3) concentrado e acido percldrico (HCIO,) (2:1) e
assim permaneceram em repouso por duas horas. Em seguida o material foi digerido a 150°C,
alcangado gradualmente, as amostras foram retiradas do bloco digestor quando se
encontraram reduzidas a metade. Logo em seguida as amostras foram novamente levadas para
0 bloco digestor e permaneceram por mais 20 minutos a 210°C. A digestdo foi finalizada
quando a solucgéo se tornou incolor, e com o aparecimento de uma fumaca branca e densa do
acido perclorico. Entdo, as amostras esfriaram a temperatura ambiente e assim adicionada a

amostra foram diluidas 30 vezes, para proceder determinacdo do contetido de aluminio.

Tabela 1. Aliquotas de reagentes utilizados para obten¢do da curva padrao
de AI*® (OLIVEIRA, 2006).

Solugéo "
TUBOS padréogde Al Agua HCI0.3N ppmde
(ml) estilada (ml) (ml) Al
1 0 3 1 0
2 0,3 2,7 1 3
3 0,6 2,4 1 6
4 0,9 2,1 1 9
5 1,2 1,8 1 12
6 1,8 1,2 1 18
7 2,4 0,6 1 24
8 3 0 1 30

* Volume reacional = 4 mL.
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¢) Meétodo para gquantificacdo do aluminio

@—Maria/%min @

Esfriar a temperatura ambiente

Adicionar 1 mL de Tampéao
acetato de aluminona

Esperar/ 30 min

Realizar leitura em
esctrofotdmetro a 525 nm

llustracao 3. Esquema realizado para determinar as concentracfes de aluminio nos tecidos das raizes de soja.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Resposta do cultivar M-Soy 8222 exposto a cinco doses crescentes de Al*®

5.1.1. Indicadores de crescimento
a) Comprimento da parte aérea e da raiz
Observou-se que houve declinio no crescimento da parte aérea e das raizes conforme

0 aumento das dosagens de aluminio. Concentracdes a partir de 50 uM de AI**

podem afetar
0 crescimento das plantas, observado tanto na parte aérea quanto nas raizes embora a
diferenca tenha sido observada de forma mais acentuada nas raizes (Tabela 2). Na parte
aérea houve um decréscimo de 22% em plantas submetidas a 100pumol de Al*®em relago ao
controle (Oumol de Al*) enquanto que nas raizes o decréscimo foi de 31%.

Ainda que o tempo de exposicdo seja considerado curto para causar toxidez na parte
aérea, foi observado que as plantas sofreram interferéncia no seu crescimento. O efeito
toxico do aluminio € bem notado nas raizes das plantas, antes que qualquer sintoma possa
ser evidenciado na parte aérea, é provavel que a reducdo de crescimento na parte aérea,
tenha ocorrido devido aos danos que ocorrem na raiz (MATSUMOTO et al., 2000), tais
como o limitado crescimento que restringe a absor¢éo de nutrientes e agua, principalmente

fosforo e calcio (Tabela 2).
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Tabela 2. Comprimento (cm) da parte aérea e raiz de plantas de soja do cultivar M-Soy
8222 submetidas a doses crescentes de Al*,

Tratamentos Comprimento (cm)
(UM de APPY , _
Parte aérea Raiz
0 18,7 Aa 17,2 Aa
25 18,2 Aa 17.1 Aa
50 17,5 Aab 14.0Bb
75 17,0 Aab 13,6 Bb
100 v 1448Bc Y 118Cc

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5%
pelo Teste de Tukey.

b) Massa seca

O efeito toxico do aluminio influenciou no peso da matéria seca das plantas, na parte
aérea e na raiz. Na parte aérea foi observada a diminuicdo da matéria seca quando as plantas
foram submetidas a concentracdes maiores ou iguais a 75 uM de AI** havendo a partir desta
concentracdo diferenca significativa das demais (Tabela 3). Nas raizes também houve
diferenca estatistica entre os tratamentos aplicados, embora essa diferenca seja mais

significativa na concentragdo de 100 puM de AI**

(Tabela 3). A parte aérea sofreu uma
reducdo de 58% quando as plantas foram submetidas a 100umol de AI™ em relacéo ao
controle, enquanto que a raiz sofreu reducédo de 60%.

A diminuicdo da matéria seca na raiz pode ser devida a reducdo na divisdo celular
ocorrida pela influéncia toxica do aluminio. Essa diminui¢do da producdo de matéria seca
corresponde aos efeitos do aluminio no crescimento das plantas.

Os fatores, comprimento e producdo de matéria seca, sdo considerados parametros
indicadores da toxidez de aluminio em plantas e estdo diretamente relacionadas, pois quando
ha diminuicdo no comprimento consequentemente pode haver a diminuicdo de matéria seca.
O critério mais utilizado para medir a toxicidade ao Al* é a comparacdo do crescimento e/ou
do peso das raizes de plantas crescidas em solucdo nutritiva com pH &cido e uma
concentracdo adequada de AI™ com plantas controles crescidas na auséncia de AI™

(CAMBRAIA & CAMBRAIA, 1995).
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Tabela 3. Producdo de massa seca (g) de plantas de soja submetidas a cinco doses

crescentes de aluminio.

Massa seca (g)

Tratamentos
(uM de A Parte aérea Raiz
0 0,67 Aa 0,22 Ba
25 0,53 Aa 0,12 Cab
50 0,52 Aa 0,12 Cab
75 0,34 Bb 0, 094 Db
100 0,28 Bb 0, 089 Db

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de significancia de

5% pelo Teste de Tukey.

5.1.2. Sintomas visuais

Neste trabalho, a parte aérea ndo apresentou nenhum sintoma visivel de toxidez nas

folhas, porém o seu crescimento em tamanho foi reduzido (Figura 2A). Nas raizes os

sintomas identificados foram a redugdo no crescimento do tamanho, engrossamento das

mesmas e aumento na emissdo de raizes laterais (Figura 2B).

Os sintomas de toxidez de aluminio nem sempre sdo facilmente identificaveis
principalmente na parte aérea (MATSUMOTO et al., 2000). Anjos 2007, trabalhando com

plantulas de milho submetidas a uma concentracdo de 200 uM de Al observou que em um

periodo de 7 dias a parte aérea das mesmas ndo apresentaram sintomas visiveis.

Figura 2. Visdo geral da parte aérea de plantas de soja do cultivar M-Soy
8222 (A) e raizes com sintomas de toxidez (B).
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Como as raizes s&0 0s primeiros 6rgéos a entrar em contato com o Al*? no solo, desde
as primeiras observacdes foi registrado que os sintomas de toxidez expressavam-se de forma
mais acentuada no sistema radicular (ROSSIELLO & JACOB NETO, 2006). A rapida
resposta da raiz indica que num primeiro momento o Al inibe a expanséo e elongacao das
células das raizes, e depois a divisdo celular também passa a ser inibida (MATSUMOTO,
2000). Apesar dos principais sintomas situarem-se nas raizes muitos outros podem surgir na
parte aérea (FRAGUAS & TERSARIOL, 1993).

5.1.3 Dano de membrana

O dano de membrana foi medido para observar a estabilidade das membranas celulares
em funcdo das concentracdes de aluminio. Houve diferenca significativa entre os tratamentos
tanto nas folhas como em raizes. Foi observado que o dano de membrana nas folhas de
plantas submetidas a 100umol de Al*® é de 46,4% em relacdo & planta controle, porém esse
aumento foi mais significativo em raizes, 52%, em plantas submetidas a 100uM de AI**
(Tabela 4). E observado que o dano de membrana em Oumol de Al é alto, isso se deve
provavelmente ao fato de que as plantas se encontravam em condi¢fes de pH 4,0. O dano de

membrana foi mais expressivo em raizes submetidas a concentracdes mais elevadas.

Tabela 4. Dano de membrana (%), de folhas e raiz do cultivar M-Soy 8222 submetidas
a doses crescentes de Al*®

Tratamentos Dano de Membrana (%)
(1M de AIF) Folhas Raiz
0 34,2 Dc 44,6 Cd
25 42,3Chb 47.7 Ced
S0 47 Cb 54 Bc
75 54,6 Bab 67,9 Bb
100 v 639Ba 93 Aa

* As médias com a mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5%

pelo Teste de Tukey.

Observa-se através do gréfico que nas folhas, 100umol de Al*® causa aumento no dano
de membrana em 46,4% e em raizes esse aumento é de 52%, mostrando assim que esta
concentragdo induz significativamente o dano nas membranas celulares, (Tabela 4).
Maldanner (2008) observou que o Al*? induz danos de membrana em genétipos de Plaffia

glomerata.
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5. 2. Resposta de cinco cultivares de soja submetida a uma concentracéo de Al
5.2.1. Indicadores de crescimento
a) Comprimento da parte aérea e da raiz

No segundo experimento o Al™ inibiu o comprimento da parte aérea e radicular em
todas as cultivares. O crescimento da parte aérea das cultivares M-Soy 8222, M-Soy 8866 e
M-Soy 9350 apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos de Al**, enquanto que as
cultivares M-Soy 9144 e FT-106 ndo apresentaram diferenca significativa quando se realizou
essa mesma comparacao (Tabela 5).

O comprimento radicular das cultivares M-Soy 8222, M-Soy 8866, FT-106 e 9350
apresentaram diferenca tratamentos. As raizes da cultivar M-Soy 9144 mostraram-se mais
resistentes a concentracdo de Al*® ndo apresentando diferenca entre plantas controle e plantas
com tratamento de Al**(Tabela 5).

A cultivar M-Soy 8222 apresentou maior decréscimo no comprimento da parte aérea
apresentando um delta (diferenca entre a planta controle e as plantas em tratamento) de 17%.
O menor delta apresentado na parte aérea foi da cultivar FT-106 com 7%.

Nas raizes o menor delta foi da cultivar M-Soy 9144 apresentando apenas 14% de
decréscimo no comprimento das raizes enquanto que o maior decréscimo observado foi
observado na cultivar M-Soy 9350, porém essa ndo difere da cultivar M-Soy 8222, que

apresentou maior decréscimo na parte aérea (Tabela 5).

Tabela 5. Comprimento (cm) de cinco cultivares de soja submetidas a 0 e 100 pM de AI**.

*Comprimento (cm)

Cultivares Parte aérea Raiz
OuMde 100 uM de **Delta 0 pMde 100 uM de  **Delta

Al Al** (%) Al** Al®* (%)
MSoy 8222 18,3 Aba 15,2 Ab 17 7,1 Aa 5,2Bb 27
MSoy 8866 19,7 Aba 17,7 Ab 10 7,4 Aa 5,7 ABb 22
M9144 RR 21.7 Aba 18,7 Aa 13 8,4 Aa 7,2 Aa 14
FT-106 16,9 Ba 15,6 Aa 7 6,9 Aa 4,8Ch 30
MSoy 9350 20,0 Aba 17,5 Ab 12,5 7,8 Aa 5,5Bb 29

* Meédias com a mesma letra mailscula (cultivares) e minuscula (dose) ndo diferem ao nivel de significancia de 5%,
respectivamente pelo Teste de Tukey e Teste F.

** Diferenca percentual da variavel bioldgica considerando o controle (OLLM de Al®) e a dose (100UM de Al9)
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b) Massa seca

Na parte aérea, a cultivar M-Soy 8222 apresentou 68,6% de decréscimo na producao de
matéria seca, sendo a cultivar que foi mais afetada com a concentracéo de Al*, porém néo
difere estatisticamente da cultivar M-Soy 8866 que apresentou 49,3% de diminuicdo na
producdo de matéria seca na parte aérea. As cultivares FT-106 e M-Soy 9350 foram as
cultivares que mais toleraram a presenca do Al*? (Tabela 6).

As cultivares apresentou entre si diferenca na producdo de massa seca das raizes. A
cultivar M-Soy 9144 apresentou o maior delta, 34%, porém ¢é igual estatisticamente as
cultivares M-Soy 8222, M-soy 8866 e FT-106, diferindo apenas da cultivar M-Soy 9350, que
apresentou 0 menor delta, 23% (Tabela 6).

Cruz et. al, (2008), trabalhando com plantas de sorgo observou que doses crescentes de
aluminio afetaram severamente a producao de massa seca das plantas, onde foi verificado um
decréscimo significativo da massa seca a medida que se aumentaram as doses de aluminio na

solugéo nutritiva.

Tabela 6. Producéo da massa seca (g) de cinco cultivares de soja submetidas 0 e 100 uM de Al
*Massa seca ()

Cultivares Parte aérea Raiz
0 uM de 100 uM de  **Delta 0 pM de 100 uM de  Delta
Al¥* Al** (%) Al** Al®* (%)

MSoy 8222 0,341 Ca 0,107 Cb 68,6 0,168 Ba 0,124BCb 26
MSoy 8866 0,217 Da 0,110 Cb 49,3 0,121 Ca 0,086 Cb 28,9
M9144 RR 0,350 Ba 0,198 Bb 43,4 0,258 Aa 0,170 Ab 34
FT-106 0,360 Ba 0,243 ABb 32,5 0,117 Ca 0,087Cb 25,6
MSoy 9350 0,449 Aa 0,301 Ab 32,9 0,122 Ca 0,093 Ca 23

* Meédias com a mesma letra mailscula (cultivares) e minuscula (dose) ndo diferem ao nivel de significancia de 5%,
respectivamente pelo Teste de Tukey e Teste F.

** Diferenca percentual da variavel biol6gica considerando o controle (OLLM de Al e adose (100MUM de Al

5.2.2. Dano de membrana

A porcentagem de dano de membrana mede o aumento do extravasamento do conteddo
celular, devido ao aumento da fluidez das membranas em decorréncia de injurias sofridas em
decorréncia a diversos estresses (SUASSUNA, 2007). Neste trabalho o tratamento de Al
causou dano nas membranas nas folhas das cinco cultivares apresentando diferencga
significativa entre as mesmas, porém os danos foram maiores nas cultivares 8222, 8866 e FT-

106 sendo que esta situacdo & mais evidenciada na primeira. A cultivar 9144 apresentou
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menor dano de membrana nas folhas, em raizes ndo difere da cultivar M-soy 8866 que
apresenta 0 menor dano de membrana (Tabela 7).

A diferenca do dano de membrana em plantas controle em relacdo as submetidas a
concentracdes de Al™ é maior nas cultivares M-Soy 8222 e na cultivar M-Soy 8866, sendo,
45 e 31,5%, respectivamente, nas folhas. Nas raizes a cultivar que apresenta maior dano de
membrana, é cultivar M-Soy 8222, com 35,5%. A cultivar que se mostra menos afetada pelo
estresse de Al*® é a cultivar M-Soy 9144, apresentando menor dano tanto nas folhas como nas
raizes, apresentando um aumento de apenas 17% em relacdo em planta afetadas por Al** nas

folhas e de 23,9% nas raizes.

Tabela 7. Dano de membrana (%) em cinco cultivares de soja. Folhas (A) e raiz (B).

*Dano de membrana (%)

Cultivares Folhas Raiz
0 uM de 100 uM de  **Delta O uM de 100 uM de  **Delta
Al Al (%) Al* Al (%)
MSoy 8222 42 Cb 77,5 Aa 45 50,1 ABb 75,4 ABa 33,5
MSoy 8866 55,1 Bb 80,5 Aa 31,5 49,7 ABb 62,4 BCa 20,3
M9144 RR 38,4 Ca 46,4 Ca 17 39,1 Bb 51,4 Ca 23,9
FT-106 61,4 Ab 85,5 Aa 28,1 59,5 Ab 85,4 Aa 30,3
MSoy 9350 52,6 Ba 62,8 Ba 16,2 60,4 Ab 76,5 ABa 21

* Meédias com a mesma letra mailscula (cultivares) e minudscula (dose) ndo diferem ao nivel de significancia de 5%,
respectivamente pelo Teste de Tukey e Teste F.
** Diferenca percentual da variavel biologica considerando o controle (OLLM de Al"®) e a dose (100M de Al

5.2.3. Sintomas visuais

Neste experimento os sintomas visiveis foram semelhantes aos que foram apresentados
no experimento |, porém a cultivar M-Soy 8222 (Figura 3A) apresentou-se mais afetada do
que as demais, enquanto que a M-Soy 9144, menos afetada (Figura 3B). Na parte aérea
houve apenas reducdo no crescimento principalmente na cultivar M-Soy 8222, enquanto que
na raiz houve engrossamento e emissao de raizes laterais. (Figura 3A, B e C).

O efeito da toxidez se manifesta, inicialmente, sob a forma de reducdo na taxa de
crescimento das raizes, que, como tal, € um fendmeno muito rapido: nos genotipos mais
sensiveis, a reducdo do alongamento das raizes acontece entre 30 minutos e 2 horas apos 0
inicio da exposicéo ao Al"® (BARCELO & POSCHENRIEDER, 2002).
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Figura 3. Plantas das cultivares M-Soy 8222 (A) e M-Soy 9144 (B), apresentando
diferenca de comprimento quando submetidas aos tratamentos de 0 e 100uM Al*. Raiz
com toxidez de Al*® da cultivar M-Soy 8222 (C).

Na parte aérea, os sintomas resultantes da toxidez ndo sdo claramente identificaveis, e as
injurias provocadas pelo Al*® podem ser confundidas com aqueles decorrentes de desbalanco ou
deficiéncia nutricional, especialmente do P: reducdo geral do crescimento, folhas pequenas e
verde-escuras, com maturacdo tardia e ramos com coloracdo purplrea. Em outros casos, 0s
sintomas sdo semelhantes as deficiéncias de Ca e Fe, com o enrolamento de folhas jovens ou
malformacdes e colapso e peciolos. Também tem sido relatada a ocorréncia de aéreas cloréticas
ou necroticas sobre a superficie foliar, lembrando sintomas de toxidez de Mn ou mesmo de
deficiéncia hidrica (KOCHIAN, 1995).

5.3 Resposta de cultivares de soja a exposicdo ao Al™ e pH baixo em diferentes
tempos.
5.3.1. Comprimento radicular de duas cultivares de soja (M-Soy 8222 e M-Soy 9144).

Nas duas cultivares, o Al*® reduziu o crescimento radicular em relacdo as plantas que

estavam em condicdes de pH 6,0. A raiz continua a crescer em presenca de Al**, porém de forma
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mais lenta em relacéo a planta controle (pH6,0). E observado que nas duas cultivares o efeito que
0 pH 4,0 causa é semelhante ao causado pela toxidez do Al*3, havendo também um crescimento
mais lento. Houve recuperagéo significativa apenas na cultivar M-Soy 9144 quando tratadas com
o0 antioxidante BHA em relacdo as plantas tratadas com o aluminio em condicéo de pH 4,0 este

efeito foi mais significativo e ocorreu nas duas cultivares (Figura 4 A e B).
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Figura 4. Crescimento radicular de duas cultivares de soja M-Soy 8222 (A) e M-Soy 9144 (B)
submetidas a tratamentos de pH ( 4,0 e 6,0), Al*® (200uM) e BHA (100uM), observadas em
cinco tempos. Letras iguais nas colunas, entre os tratamentos, ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Rocha (2006), trabalhando com plantas de milho tolerante e sensivel a presenca de
aluminio, observou que houve reducdo no crescimento das raizes em concentraces de 150 e
200uM nas duas cultivares estudadas como o que ocorreu neste trabalho quando as plantas
foram submetidas a 200uM de AI*®. Bonato (2001) observou reducBes contrastantes no
crescimento radicular ao submeter duas cultivares milho uma tolerante (AG 5011) e outra
sensivel (AG 122), a uma concentragdo de 185uM de aluminio. A cultivar tolerante
apresentou menor inibi¢do do crescimento radicular apos 3 dias de tratamento. Mascarenhas
et al., (1984), trabalhando com cultivares de soja, observaram que, em concentracOes elevadas

de aluminio, maiores que 185uM, ndo influenciava no comprimento das raizes de cultivares



56

sensivel e tolerante. De acordo com este autor isso deve ter ocorrido devido ao efeito causado
pelo aluminio que deve ter ultrapassado a capacidade de tolerdncia da cultivar tolerante,
eliminando assim as diferencas entre as cultivares.

O crescimento radicular, especialmente da raiz principal, parece ser um dos melhores
indicativos, quando comparado a outros parametros de crescimento para indicar tolerancia
diferencial ao aluminio (CAMBRAIA, 1991).

Figura 5. Plantas de soja da cultivar M-Soy 9144 submetida a concentracdes de pH, Al*? no tempo
de 72 horas e 24 horas de antioxidante BHA.

Neste experimento em 72 horas de exposicdo aos tratamentos de pH e Al*®e 24 horas de
BHA, a planta que apresentou maior crescimento foi a que estava submetida a condi¢des de
pH 6,0 enquanto que as que estavam em condicdes de pH 4,0 e Al™ apresentaram o
crescimento reduzido. As plantas que foram tratadas por 24 horas com o antioxidante BHA
apresentaram recuperacdo no crescimento, principalmente aquelas que estavam submetidas

apenas a condicdes de pH 4,0 (Figura 5).

5.3.2. Dano de membrana em duas cultivares de soja (M-Soy 8222 e M-Soy 9144).

Houve aumento no dano de membrana das duas cultivares estudadas em fungdo do
tempo. As plantas submetidas a concentracdo de aluminio e pH 4,0 sofreram um maior dano
de membrana, porém as que estavam em presenca de pH 4,0 s6 comecaram a sofrer danos
apartir de 24h de exposicdo enquanto que as que estavam em presenca de aluminio ap6s 12h
de exposicdo. Na cultivar M-Soy 8222, os danos foram maiores do que na cultivar M-Soy
9144, apenas nos tempos de 12 e 24h apos esse periodo o dano nas duas cultivares sao
semelhantes. O BHA proporcionou uma reducdo significativa no dano de membranas das

duas cultivares, na cultivar M-Soy 8222 a reducdo foi de 43% em relacdo as plantas tratadas
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com Al*3 e de 43,7% em relagdo as plantas tratadas com pH 4,0. Na cultivar M-Soy 9144 o
BHA reduziu o dano de membrana em 50% e em relac&o as que estavam em presenca de Al*®
e em presenca de pH 4,0 reduziu 42,8%. (Figura 6).
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Figura 6. Dano de membrana em raizes de duas cultivares, M-Soy 8222 (A) e M-Soy
9144(B), submetidos a tratamentos de pH (4,0 e 6,0), Al** (200 uM) e antioxidante BHA (100
uM) observados em cinco tempos. Letras iguais nas colunas, entre os tratamentos, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

5.3.3. Peroxidacao de lipideos de duas cultivares de soja (M-Soy 8222 e M-Soy 9144).

A peroxidacdo de lipideos aumentou em funcdo do tempo nas plantas tratadas com Al
e pH 4,0 e ndo alterou em condicGes de pH 6,0 nas duas cultivares. Em plantas da cultivar M-
Soy 8222 submetidas a tratamentos com Al e pH 4,0 o conteddo de peroxido de lipideos
aumenta em 63 e 59%, respectivamente, em ralagdo as plantas controle (pH 6,0). Na cultivar
M-Soy 9144 esta mesma relacdo é de 66% para Al e de 35,2% em pH 4,0. Indicando que a
cultivar 9144 possui maior producdo de peroxido de lipideos em condicGes de estresse por
aluminio (Figura 7)
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Figura 7. Peroxidacdo de lipideos em tecidos de raizes de duas cultivares, M-Soy 8222 (A) e
M-Soy 9144 (B), submetidos a tratamentos de pH (4,0 e 6,0), AI"™® (200 uM) e antioxidante
(100 uM) observados em cinco tempos. Letras iguais nas colunas, entre os tratamentos, nao
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Esse aumento na peroxidacao de lipideos é considerado como um sintoma da ocorréncia de
danos oxidativos nas células.

A cultivar M-Soy 9144 apresentou um menor dano nas membranas, essa reducao pode ser
resultante da capacidade do aluminio em diminuir a atividade da H*-ATPase da membrana
plasmatica (PEIXOTO,1997). A inibicdo da atividade da H*-ATPase é, aparentemente,
decorrente da ligacdo do aluminio ao complexo enzima-substrato pelos residuos SH do sitio
ativo e, também, aos fosfolipideos das membranas, o que provoca alteragdes no microambiente
da enzima e, consequentemente, modificacdes na conformacao e na atividade da H*-ATPase. A
reducdo na atividade dessa enzima poderia ser entdo, uma estratégia utilizada pelas plantas para
reduzir o conteudo de aluminio acumulado no simplasto, o que poderia resultar numa menor
peroxidacdo dos lipideos (CAKMAK & HORST, 1991).

Fonseca Junior (2007), trabalhando com cultivares de arroz de tolerancia diferencial,
submetidas a 1mM de Al, observou que o aluminio proporcionou um aumento na peroxidacéo
de lipideo em cultivar sensivel e que na tolerante o efeito ndo foi significativo, como o que foi

observado neste trabalho (Figura 6). Meriga et al., (2004), trabalhando com cultivares asiaticos
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de arroz observou um aumento no contetdo de perdxido de lipideos de 82% em cultivar
sensivel e 43% em tolerante, quando estas foram expostas a 56 horas de tratamento de 80uM de

Al, Peixoto, (2001), observou em sorgo um aumento de 200% em cultivar sensivel e de 126%
em cultivar tolerante.

5.3.4. Conteldo de proteina soltvel de duas cultivares de soja (M-Soy 8222 e M-Soy 9144).

O conteudo de proteina soluvel foi drasticamente diminuido em funcdo dos
tratamentos de Al e pH 4,0 no decorrer do tempo. A cultivar M-Soy 9144 apresentou um
menor contetdo de proteina solivel em relacéo a cultivar M-Soy 8222 no tempo de 72 horas
de exposicdo ao alumio e pH 4,0. Em presenca de pH 6,0 a quantidade de proteina ndo €
alterado. Nas duas cultivares o contetido de proteina soltvel sé é diminuido apartir de 48
horas de exposicdo ao aluminio. O BHA diminui o efeito do aluminio sobre o contetdo de

proteina, porém de forma pouco significativa (Figura 8).
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Figura 8. Conteudo de proteina soltvel das raizes das cultivares M-Soy 8222(A) e M-Soy
9144 (B) submetidos a tratamentos de pH (4,0 e 6,0), AlI** (200uM) e antioxidante BHA
(100 uM) observados em cinco tempos. Letras iguais nas colunas, entre os tempos, ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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As plantas da cultivar M-Soy 8222 em presenca de Al e pH 4,0, tem o conteddo de
proteina soltvel diminuido em 30,55% e 36,11%, respectivamente no tempo de 72 horas. Na
cultivar M-Soy 9144 ocorre diminui¢do do conteudo de proteina solivel em presenga de Al,
de 41,17%. (Figura 8).

5.3.5 Conteudo de proteina insoluvel de duas cultivares de soja (M-Soy 8222 e M-Soy
9144).

A quantidade de proteina insoltvel foi diminuida nas duas cultivares em funcdo do
tempo de exposicdo aos tratamentos de Al e pH 4,0 porém observa-se através da figura 5, que
a cultivar M-Soy 8222 possui um contelldo maior de proteina insoltvel do que a cultivar M-
Soy 9144, isso se deve provavelmente a propria caracteristica da planta (Figura 9).
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Figura 9. Conteudo de proteina insoltvel em tecidos de raizes submetidos a tratamentos de
pH (4,0 e 6,0), AI"®* (200uM) e antioxidante BHA (100 uM) observados em cinco tempos.

Letras iguais nas colunas, entre os tratamentos, ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Na cultivar M-Soy 8222 a diminui¢do de proteina insolivel em plantas que estavam

sobre tratamentos de Al e pH 4,0 foi de 18,78 e 29,7%, respectivamente em 72 horas.
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Enquanto que na cultivar M-Soy 9144, foi de 30,28% para aluminio e de 35,78% para pH 4,0
em 72 horas. As cultivares que estavam em presenca de pH 6,0 tiveram o conteldo de
proteina insolGvel diminuido em funcdo do tempo nas duas cultivares. O BHA proporcionou
um aumento de proteina soltvel em reacdo as plantas tratadas com Al e pH 4,0. O teor de

proteina insoltvel é diminuido apo6s 24h de tratamento nas duas cultivares (Figura 9).

5.3.6. Atividade de APX em duas cultivares de soja (M-Soy 8222 e M-Soy 9144).

A atividade de APX aumentou nas duas cultivares estudadas em relacdo aos tratamentos
de Al e pH 4,0, contudo a cultivar M-Soy 8222 apresentou uma maior atividade em relacéo a
cultivar M-Soy 9144. Observa-se através da figura 10, que a atividade da APX na cultivar M-
Soy 8222 aumenta significativamente nos tratamentos de aluminio e pH 4,0. Nesta cultivar o
tratamento de aluminio influencia mais a atividade da enzima do que o tratamento de pH 4,0 0

mesmo nado ocorre na cultivar M-Soy 9144, onde o efeito é contrério.
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Figura 10. Atividade de APX em tecidos de raizes de duas cultivares M-Soy 8222 (A) e M-
Soy 9144 (B), submetidos a tratamentos de pH (4,0 e 6,0), Al"® (200uM) e antioxidante BHA
(100 uM) observados em cinco tempos. Letras iguais nas colunas, entre os tratamentos, ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Na cultivar M-Soy 8222 ha aumento na atividade de APX de 69 % e 55% nas plantas
submetidas a Al e pH 4,0, respectivamente, em relacdo as plantas que estavam em condic¢oes
de pH 6,0. Na cultivar M-Soy 9144 o0 aumento é de 35,6% para Al"e de 43% para pH 4,0 em
relacdo as plantas submetidas a pH 6,0.

As plantas que foram tratadas com Al e em seguida com BHA, diminuiram
significativamente a atividade da enzima nos dois cultivar.

O cultivar M-Soy 8222 pelo aumento da atividade enzimética pode indicar que possui

maior potencial para remoc¢édo de H,O, do interior das células do que o cultivar M-Soy 9144.

5.3.7. Atividade de CAT em duas cultivares de soja (M-Soy 8222 e M-Soy 9144).
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Figura 11. Atividade de CAT, em tecidos de raizes de duas cultivares M-Soy 8222 (A) e M-
Soy 9144 (B), submetidos a tratamentos de pH (4,0 e 6,0), AlI*® (200uM) e antioxidante (100

puM) observados em cinco tempos. Letras iguais nas colunas, entre os tratamentos, ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A atividade de CAT aumentou em fungéo do tempo de exposicdo aos tratamentos e que
na cultivar M-Soy 8222 essa atividade é diminuida depois de 48 horas, enquanto que a

atividade continua aumentado nas plantas submetidas a pH 4,0. Na cultivar M-Soy 9144 o
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aumento da atividade é observado em todos os tempos e que o tratamento de Al™ influencia
mais na atividade que o pH 4,0.

O cultivar M-Soy 8222 teve a atividade de CAT diminuida significativamente quando
foi submetido ao BHA por 24 horas, 0 mesmo ocorre no cultivar M-Soy 9144, porém de
forma menos acentuada (Figura 11).

Segundo Mizuno et al., (1998), a acdo conjunta das enzimas APX e CAT podem atuar
protegendo as células das plantas contra os niveis toxicos de H,O, causados por diferentes

estresses, apesar de apresentarem diferentes afinidades por H,O,.

5.3.8. Atividade de SOD em duas cultivares de soja (M-Soy 8222 e M-Soy 9144).
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Figura 12. Atividade de SOD em tecidos de raizes submetidos a tratamentos de pH (4,0 e
6,0), A" (200uM) e antioxidante BHA (100uM) observados em cinco tempos. Letras iguais
nas colunas, entre os tratamentos, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

A atividade de SOD aumentou significativamente nos dois cultivares submetidos a Al e
pH 4,0 em relacdo as que encontravam-se em condic¢des de pH 6,0. O cultivar M-Soy 8222
(Figura 12A) em condicdes de pH 6,0, teve a atividade de SOD aumentada em 62,5% em
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relago a plantas tratadas com Al*® e de 61% em condicdes de pH 4,0, demonstrando um que
este tratamentos possuem efeito similares na atividade da SOD. No cultivar M-Soy 9144
(Figura 12B) o aumento da atividade de SOD em 72h foi de 48% nas plantas tratadas com
Al™ em relacdo as que estavam em condicdes de pH6,0, esse aumento foi maior quando
comparou-se as plantas em condicGes de pH4,0 com as de pH 6,0, sendo este aumento de
55,04%. Observou-se que a atividade de SOD aumenta em plantas do cultivar M-Soy 9144
tratadas com aluminio ate 48 horas e que depois decresce 0 mesmo ndo ocorreu no cultivar

M-Soy 8222. O BHA diminui significativamente a atividade de SOD nas duas cultivares.

5.4. Resposta de cultivares de soja a exposicéo de Al*3e pH baixo.

5.4.1. Conteuido de proteinas soltveis e insolveis em resposta ao estresse de aluminio.
As proteinas sdo encontradas em todas as partes da célula vegetal e sdo fundamentais

sob todos os aspectos estruturais e funcionais da célula (BRAY, 2000). Assim, mudancas nos
teores de proteinas registrados em plantas submetidas as condi¢bes de estresse, podem
representar um grande dano ou um mecanismo de aclimatagdo para o0 crescimento e
desenvolvimento vegetal (PARIDA ; DAS, 2005; SILVEIRA et al., 2003).
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Figura 13. Conteldo de proteinas soliveis (A) e proteinas insolGveis (B) em tecidos de raizes
submetidos a tratamentos de pH (4,0 e 6,0), AI** (200uM) e antioxidante BHA (100uM). Letras iguais
nas colunas, entre os tratamentos, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Neste trabalho procurou-se evidenciar os efeitos estressantes de aluminio e pH acido em

raizes de soja bem como observar se a planta conseguiria se recuperar do estresse causado por
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estes, com auxilio de um antioxidante. O conteudo de proteina soltvel diminuiu em funcgéo
dos tratamentos de aluminio e pH acido, porém quando submetidas a 48 horas de estresse por
aluminio e em seguida submetidas a 100 mM de BHA por 24 horas as plantas conseguiram se
recuperar indicando que este pode atenuar os efeitos causados pela exposi¢do ao aluminio.
Observou-se que o tratamento de Al™ e pH 4,0 causaram decréscimos semelhantes no
contetido de proteina solvel (Figura 13 A).

Segundo Tester e Davenport (2003), sob condi¢cfes de estresse, a sintese de proteinas
pode ser aumentada visando a estabilizacdo de membranas celulares, ou ainda, a sinalizacao
atribuida ao estimulo do estresse. Por outro lado, o aumento brusco da concentracdo de
proteinas sollveis em plantas expostas a estresses pode refletir um aumento da solubilizacéo
de inimeras proteinas e ndo um aumento de sintese proteica (CAVALCANTI et al., 2004).

O contetdo de proteina insoluvel nos tecidos das raizes de soja diminuiu quando
submetidas a condicdes de pH acido e a concentracdo de aluminio. As plantas que foram
submetidas a condigbes de estresse por Al*® por 48 horas e 24h de BHA conseguiram
acumular um contetdo de proteina insolivel maior que as plantas que permaneceram por 72
horas em presenga de 200uM de aluminio. O efeito do antioxidante em plantas submetidas a
estresse apenas de pH &cido obteve um maior acumulo de proteina insoldvel do que as
estressadas por aluminio, indicando que o antioxidante possui maior efeito em presenca de pH

acido do que de aluminio (Figura 13B).

5.4.2. Influencia dos tratamentos sobre peréxido de hidrogénio e lipideos

O acumulo de peréxido de hidrogénio aumentou significativamente em plantas
submetidas a estresse de Al*® e pH 4,0 nas duas cultivares estudadas e esse acumulo diminui
em plantas que foram tratadas com o antioxidante,. O aumento na concentragdo de perdxido
de hidrogénio pode ter relacdo com o tempo de exposicdo ao ion como relata Fonseca Junior,
(2007) e aos provaveis efeito do pH acido (Figura 14A).

Dipierro et al, (2005) encontrou aumento na concentracdo de peroxido de hidrogénio em
plantulas de abébora com o aumento de exposicdo ao Al*® na concentracio de 50uM até 48
horas, seguido por decréscimo significativo apds 72horas. O acumulo de EROs parece
aumentar com o tempo de exposicdo a esse ion. Tamas et al, (2004), observaram que a
diminuicio de peréxido de hidrogénio com o aumento da concentracéo de Al*> de 0 a 8 mM
de Al. A diminuicdo de peroxido de hidrogénio pode ocorrer devido a a¢do de enzimas

antioxidantes
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Figura 14. Perdxido de hidrogénio (A) e peroxidacao de lipideos (B) em tecidos de raizes de
duas cultivares de soja submetidas a tratamentos de pH (4,0 e 6,0), AlI** (200uM) e

antioxidante BHA (100uM). Letras iguais nas colunas, entre os tratamentos, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Neste trabalho observa-se através da figura 14B, que os tratamentos proporcionaram um
aumento no contetido de peréxido de lipideos. Este aumento seria resultado dos efeitos do Al*®
na membrana (alteracdo de sua fluidez, permeabilidade, etc.), aumentando sua susceptibilidade
a peroxidacdo (CAKMAK & HORST, 1991). No entanto, também ha a hipdtese de que a
geracdo de perdxido de lipideos, medida por Al*3, ocorra devido ao aumento na producéo de
EROs induzido por esse metal, aliada a reducdo na capacidade de destoxificacdo destas
espécies (RYYPPO et al., 1998). Neste trabalho a cultivar M-Soy 8222 apresentou-se com
maior conteudo de peroxido de lipideos. Ndo houve diferenca no conteldo de peréxido de
lipideos entre as cultivares quando estas estavam em condi¢des de pH 6,0, indicando que o pH
4,0 isoladamente ou combinado com o aluminio pode induzir um aumento indicador de
estresse oxidativo.

A peroxidacdo de lipideos induzida por aluminio, entretanto, é considerada um evento
secundario e posterior & acdo do Al™* (YAMAMOTO, et al., 2001), que seria inicialmente, a
inducdo de processos que resultariam na producdo de intermediarios reativos de oxigénio. A
peroxidacdo lipidica em biomembranas causa danos na estrutura e funcionamento da mesma,
alterando sua fluidez, inativando os receptores e as enzimas da membrana e aumentando a
permeabilidade a fons como o Ca®* (HALLIWELL & CHIRICO, 1993).
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5.4.3. Atividade enzimatica
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Figura 15. Atividade de APX (A), CAT (B), SOD (C), nos tecidos das raizes de soja de duas
cultivares submetidas a tratamentos com pH (4,0 e 6,0), AlI"® (200uM) e antioxidante BHA
(100uM). Letras iguais nas colunas, entre os tratamentos, ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade

As enzimas APX, CAT e SOD estdo envolvidas diretamente na defesa da planta contra
estresse oxidativo. Neste trabalho a atividade de todas as enzimas estudadas aumentou quando
as planta foram submetidas aos tratamentos de aluminio e pH acido, as plantas da cultivar M-
Soy 9144 apresentou uma menor atividade destas enzimas em relacdo a cultivar M-Soy 8222.
Em presenca do BHA, as plantas das duas cultivares diminui a atividade enzimatica,
provavelmente o antioxidante atenuou o efeito dos tratamentos desta forma a enzima nao

atuou como nas plantas submetidas aos demais tratamentos (Figura 15).
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As duas cultivares estudadas apresentaram atividades similares de APX em condi¢c6es
de pH 6,0 (Figura 6A). Nas plantas tratadas com Al a diferenca foi significativa, a cultivar M-
Soy 8222, apresentou um aumento de 35,6% em relagdo a cultivar M-Soy 9144 e quando
essas foram tratadas com BHA sofreram uma reducéo significativa na atividade desta enzima.
Na cultivar M-Soy 8222 a reducdo foi de 38,45% em relacdo a planta tratada com Al e na
cultivara M-Soy 9144 foi de 53,93%, indicando que o antioxidante pode interferir na
atividade da enzima. (Figura 15 A)

Nas duas cultivares a atividade de CAT aumentou em presenca dos tratamentos com
aluminio, poréem na cultivar M-Soy 8222 essa atividade mostra-se maior em relacdo cultivar
M-Soy 9144 (Figura 15B). Rocha (2006), trabalhando com duas cultivares de milho, uma
tolerante e outra sensivel, ndo obteve diferenca significativa da atividade desta enzima, dentre
as cultivares estudadas, ao contrario de Peixoto (2009), que obteve uma reducéo na atividade
de CAT em raizes de plantas de sorgo, ap06s 10 dias de exposi¢do ao aluminio.

A atividade de SOD foi semelhante & atividade de APX e CAT, havendo um aumento
desta atividade em presenca de aluminio. Quando as duas cultivares estavam em condicdes de
pH 6,0 a atividade de SOD ndo apresentou diferenca significativa. O tratamento com
aluminio, contudo, resultou em uma diminuicdo de 31,81% na cultivar M-Soy 9144 em
relagdo a cultivar M-Soy 8222 (Figura 15C). Darko et al., 2004, trabalhando com trigo
observou um aumento na atividade de SOD em relagdo a plantas sensiveis, como o que é
mostrado neste trabalho, enquanto que para Peixoto (1999), plantas de sorgo em presenca de
aluminio aumentavam a atividade da mesma enzima em cultivares tolerantes.

As plantas das duas cultivares tratadas com BHA ndo obtiveram aumento na atividade
das enzimas estudadas. As que estavam sobre tratamento de pH 4,0 se comportaram de forma

similar as que foram tratadas com Al tendo a atividade destas enzimas aumentadas.

5.4.4. Concentracao de aluminio nas raizes de soja

Os teores de Al nas raizes da cultivar M-Soy 9144 foram menores do que na cultivar M-
Soy 8222 demonstrando assim maior resisténcia a esse ion. As plantas submetidas a pH 4,0 e
6,0 e BHA serviram apenas como controle para aquelas que receberam tratamento de
aluminio. Nas duas cultivares o0 BHA diminuiu o efeito toxico do aluminio. (Figura 16).

Giannakoula et al, (2007), trabalhando com duas linhagens de milho (Zea mays L.) com
tolerancia diferencial ao aluminio, constataram aumento nos teores de aluminio em folhas e
raizes com a exposicao das plantas a concentracdes de Al no meio de cultivo. Apos sete dias

de exposicdo ao Al na concentracdo de 480uM encontraram teores de Al nas raizes cerca de
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45 vezes maior na linhagem tolerante e de 65 vezes maior na sensivel, em relacdo ao controle.
O acumulo de Al nas raizes dessas linhagens foi muito mais elevado que o observado neste
experimento, demonstrando que o acimulo de Al nas plantas, especialmente nas raizes,
depende ndo apenas da concentracdo do Al na solucdo de cultivo, mas também do tempo de
exposicado a este elemento.

A maior capacidade das raizes acumularem Al deve-se, provavelmente, a forte interacdo
deste cation trivalente com varias estruturas no sistema radicular (TAYLOR, 1991),
principalmente no apoplasto, rico em cargas negativas (KOCHIAN, 1995).

15
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Figura 16. Concentracdo de aluminio (ug/g MS) em raizes de soja, das cultivares M-
Soy 8222 e M-Soy 9144. Letras iguais nas colunas, entre os tratamentos, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O acumulo de Al nas plantas, especialmente nas raizes, depende ndo apenas da
concentracdo do Al na solucdo de cultivo, mas também do tempo de exposicdo a este
elemento (ANJOS, 2007). A maior capacidade das raizes acumularem Al deve-se,
provavelmente, a forte interacdo deste cation trivalente com vérias estruturas no sistema
radicular (TAYLOR, 1991), principalmente no apoplasto (KOCHIAN, 1995), rico em cargas
negativas.

Anjos (2007), trabalhando com dois genotipos de milho, observou que o teor de
aluminio nas raizes aumentou com a elevacdo dos teores de Al (até 200uM) em solucao
nutritiva, em um periodo de 24 horas. Em muitos casos a imobilizacdo do Al na planta tem
sido relacionada a sua precipitagdo na forma de compostos insoltveis, como por exemplo, na
forma de fosfato (KOCHIAN, 1995).
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6. SINTESE DOS RESULTADOS

Dosagens a partir de 50uM de Al em solu¢do podem causar toxidez em raizes de
plantas de soja, porém ndo é suficiente para causar sintomas visiveis de toxidez na parte

aérea em sete dias de exposi¢do ao aluminio;

100uM de AI*® diminui 18% o comprimento da parte aérea das plantas de soja. Nas
raizes essa diminuicdo é de 31%. Esta mesma concentrac¢do diminui 58% da massa seca

da parte aérea e 60% nas raizes.

A parte aérea ndo apresentou sintomas de toxidez na parte aérea, porém apresentou
diminuicdo no crescimento. Nas raizes os sintomas foram evidentes, apresentando

engrossamento e emissao de raizes laterais, além de diminui¢éo no crescimento.

As cultivares apresentaram comportamento diferencial ao Al*>. A cultivar M-Soy 8222
apresentou menor crescimento, peso de matéria seca. Nas raizes apresentou maior dano

de membrana na parte aérea e nas raizes;
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A cultivar M-Soy 9144 apresentou maior comprimento na parte aérea e na raiz, maior

contetdo de matéria seca e menor dano de membrana na parte aérea;

As cultivares que mais apresentaram comportamento contrastante foram as cultivares
M-Soy 8222 e M-Soy 9144.

O aluminio e o pH 4,0 afeta 0 comprimento radicular das duas cultivares estudadas nos

experimentos Il e 1V, porém na cultivar M-Soy 8222 esse efeito € maior;

Os efeitos causados pela presenca de Al e pH 4,0 em solugédo foram semelhantes;

O dano de membrana na cultivar M-Soy 8222 aumenta em presenca de Al*e pH 4,0 e

0 BHA diminui esse dano. O mesmo ocorre na cultivar M-Soy 9144;

A peroxidacdo de lipideos na cultivar M-Soy 9144 apresenta efeito mais significativo
em presenca de Al*3, Em presenca de pH 4,0 a peroxidacdo também aumenta, porém

em menor proporcdo. O BHA diminui a peroxidag&o de lipideos nos dois tratamento;

O conteudo de proteina soltvel e insolGvel diminui nas duas cultivares em presenca de

pH 4,0 e Al em todos os tempos.O BHA recupera os efeitos causados por Al e pH 4,0;

A atividade de APX é maior na cultivar M-Soy 8222 em presenca de Al e maior em M-

Soy 9144 em presenca de pH 4,0;

A atividade de CAT em M-Soy 9144 e igual nos tratamentos de Al nos tempos de 12 a
48h depois decresce;

A atividade de SOD na cultivar M-Soy 8222 em presenca de Al e menor do que em pH
4,0 até 48h depois a atividade em Al aumenta em M-Soy 9144 a atividade é maior em

pH 4,0 em todos os tempos.
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o O contetdo de proteina solavel e insoltvel diminui na cultivar M-Soy 9144, enquanto
que a atividade das enzimas APX, CAT e SOD aumenta em 72 horas de exposi¢ao ao
aluminio e pH 4,0;

o O uso do antioxidante BHA pode diminuir os efeitos toxico do aluminio e de pH 4,0;

o A cultivar M-Soy 8222 acumula mais aluminio em suas raizes do que a cultivar M-Soy
9144,
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7. CONLUSAO

As cultivares estudadas apresenta comportamento diferencial aos efeitos toxicos de
aluminio, porém efeitos observados apenas nas raizes. A cultivar M-Soy 8222, apresentou um
sistema de alivio enzimético mais eficiente do que a cultivar M-Soy 9144, porém para
parametros com crescimento e dano de membrana, mostrou-se mais afetada. O uso do
antioxidante BHA pode diminuir os efeitos tdxicos do aluminio e também o0s que sao
causados por pH 4,0. Os efeitos toxicos causados pelo Al, observados neste trabalho se
assemelha aos que foram causados por pH 4,0, porém se faz necessario mais estudos acerca

desta observacao.
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Figura 2. Plantulas de soja da cultivar M-Soy 8222, ap06s a transferéncia para solugdo nutritiva no
experimento |.

Figura 3. Visdo geral das plantas da cultivar M-Soy 8222 no experimento |.
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Figura 4. Cultivar M-Soy 8222 apresentando menor comprimento de raiz em plantas tratadas com
100puM AI*3, Experiemtno |.

Figura 5. Visdo geral do experimento Il. Auséncia de sintomas de toxidez de aluminio devido ao curto
periodo de exposicao ao ion.

Figura 6. Plantas das cultivares M-Soy 8222 e M-Soy 9144. Experimento I11.



Tabela 1. Caracteristica das cultivares de soja utilizada neste estudo.
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CARACTERISTICAS DAS CULTIVARES

Caracteristicas

boténicas e M-Soy 8222 | M-SOY 8866 | M-Soy 9144 FT-106 | M-Soy 9350
agrondémicas
Cor da flor Roxa Branca Roxa Roxa Branca
Cor da Pubescencia Marrom Marrom Marrom Cinza Cinza
Cor do hilo Preto Preto Marrom . Preto_ Marrom
imperfeito claro
Hab_lto de Determinado| Determinado Determinado | Determinado | Determinado
crescimento
Insercao de vagens X 13 14 ** cm 15 cm** X
) Moderadamente | Moderadamente | Moderada
Acamamento Resistente . ) . X
resistente resistente resisténcia
Ciclo em dias** 105-112 115-120 dias 118-130 125-135 X
Grupo de maturacéo 8.2 8.8 9.0 9.3 9.1
Principais doencas
Cancro da haste R R R R X
Mancha olho de ra R R R R X
Pustula bacteriana R R R R X
Mancha alvo MR R MS MS X
Crestarr_]ento MR MR R MR X
bacteriano
Virus da necrose da R R R R x
haste
Oidio MR MR MS MR X
Doengaiiccileofmal de MS MR MR MS x
. MA, PI, TO, MA, PI, TO, |MA,PI, TO,| MT, MS,
I;deglot:s ads Igge'\gi BA e Nortedo | BAeNortedo | BAe Norte | GO, DF e
ptac MT MT do MT BA

Fonte: Monsanto® Agroindustria

** depende do local: época de

plantio, altitude, etc.

X: Informagdo nao encontrada

R: Resistente

MR: Moderadamente resistente
MS: Moderadamente suscetivel

S: susceptivel




