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Figura 20: Correlagdo entre Al acumulado entre as metodologias de
fluorimetria pelo complexo Al-morin e por ICP-MS em células de tabaco cv. BY-
2, nas fases log e estacionaria, com coeficiente de correlagdo entre as

metodologias igual a:

Figura 21: Peroxidacgao lipidica em células de tabaco cv. BY-2 nas fases log (o)
e estacionaria (m), medida pelo teste TBA. Resultados expressos em mmol
MDA/mg MF. Os resultados em células na fase estacionaria foram proximos de
zero, considerados despreziveis. Controles: pH5,6 (lavagens e exposi¢cado a
pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio padrao (lavagens em sol padrao
pH4,2 e exposicao ao Al em sol. padrao), 80/40 mM (lavagens em sol. padrao
pH4,2 + 80mM de sacarose ou manitol e exposicdo ao Al em sol. padrdao +
40mM sacarose ou manitol); 80/0 mM (lavagens em sol. padrao + 80mM

sacarose ou manitol e exposicéo ao Al em sol. padrao pH4,2).........ccccccvevvvnnnnnns

Figura 22: Curva de calibragdo com concentra¢des de H,O,, medida a 560nm.

O coeficiente de correlagao para a curva foi de R%=0,9965......ccccceeeeeeereeeeereannn

Figura 23 Concentragao de H,O, em células de tabaco cv. BY-2 na fase log de
crescimento. Controles: pH5,6 (lavagens e exposi¢ao a pH5,6); pH4,2 (idem,
porém pH4,2); ensaio padrao (lavagens em sol padrao pH4,2 e exposicao ao Al
em sol. padrao), 80/40 mM (lavagens em sol. padrdao pH4,2 + 80mM de
sacarose ou manitol e exposicdo ao Al em sol. padrdao + 40mM sacarose ou
manitol); 80/0 mM (lavagens em sol. padrdo + 80mM sacarose ou manitol e

exposicdo ao Al em sol. padrao pH4,2).........oooiii,

Figura 24: Correlacdo entre a peroxidacao lipidica e o conteudo de H,O, em
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células de tabaco cv. BY-2. Foram utilizados dados de todos os tratamentos
aplicados em células tanto na fase log como na estacionaria para tragar o

Lo = 1o T PPPPPPPP

Figura 25: Correlagao entre a peroxidacao lipidica e o acumulo de Al medido
por ICP-MS (o), com R? = 0,6558 e correlacéo entre o contetdo de H,O, e o
acumulo de Al medido por ICP-MS (m), com R? = 0,1047 em células de tabaco
cv. BY-2. Foram considerados os dados de todos os tratamentos aplicados as

células tanto na fase log, como na fase estacionaria de crescimento...................

Figura 26: Correlagcado entre a peroxidacao lipidica e a viabilidade celular (m),
com R?=0,6152 ¢ correlacao entre o conteudo de H,O, e a viabilidade celular
(o), com R? = 0,604 em células de tabaco cv. BY-2. Foram considerados os
dados de todos os tratamentos aplicados as células tanto na fase log, como na

fase estacionaria de CreSCIMENTO. .....c..vie i

Figura 27: Bandas de SOD em PAGE 9%. P (padrdo SOD-bovina) e
tratamentos: pH5,6; pH4,2; 50uM AICl;; 80/40sac (lavagens com a solugao
padrao acrescida de 80mM sacarose e exposicdo ao Al em solucdo padrao
acrescida de 40mM sacarose, pH4,2) e 80/0sac (idem ao tratamento anterior,
porém a exposicdo ao Al foi feita em solugdo padrao pH4,2). Corridas

simultaneas, a 4°C, 15mA/gel, utilizando-se 60ug de proteinas/amostra..............

Figura 28: Identificagdo das diferentes isoenzimas de SOD. Estao presentes a
Mn-SOD, resistente aos dois inibidores usados e a Fe-SOD, resistente ao KCN
e inibida pelo H,O,. A primeira parte (controle) foi revelada através do
procedimento padrao para SOD. A corrida do gel foi realizada a 4°C, 15mA/gel

por um tempo médio de 3h, em cuba Pharmacia para mini-gel...................cc........

Figura 29: Atividade da catalase em células de tabaco cv. BY-2 na fase log (o)
e estacionaria de crescimento (m). Controles: pH5,6 (lavagens e exposicao a
pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio padrao (lavagens em sol padrao
pH4,2 e exposicdo ao Al em sol. padrao), 80/40 mM sac (lavagens em sol.
padrao pH4,2 + 80mM de sacarose e exposi¢ao ao Al em sol. padrdo + 40mM
sacarose); 80/0 mM sac (lavagens em sol. padrao + 80mM sacarose e
exposicdo ao Al em sol. padrao pH4,2).........ooiiii e,

Figura 30: Atividade da ascorbato peroxidase (APX) em células de tabaco BY-2
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nas fases log (o) e estacionaria (m). Controles: pH5,6 (lavagens e exposi¢ao a
pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio padrao (lavagens em sol padrao
pH4,2 e exposicdo ao Al em sol. padrdao), 80/40 mM sac (lavagens em sol.
padrao pH4,2 + 80mM de sacarose e exposi¢cao ao Al em sol. padrdo + 40mM
sacarose); 80/0 mM sac (lavagens em sol. padrdgo + 80mM sacarose e

exposicdo ao Al em sol. padrao pH4,2).........coooooiiiiii e,

Figura 31: Atividade da glutationa-S-transferase em células de tabaco cv. BY-2
na fase log (o) e estacionaria de crescimento (m). Controles: pH5,6 (lavagens e
exposicao a pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio padrao (lavagens em
sol padrao pH4,2 e exposicao ao Al em sol. padrao), 80/40 mM sac (lavagens
em sol. padréao pH4,2 + 80mM de sacarose e exposigao ao Al em sol. padréo +
40mM sacarose); 80/0 mM sac (lavagens em sol. padrdo + 80mM sacarose e

exposicdo ao Al em sol. padrao pH4,2)..........ooiiii e,

Figura 32: Atividade da Glutationa redutase (GR) em células de tabaco cv. BY-2
na fase log (o) e estacionaria de crescimento (m). Controles: pH5,6 (lavagens e
exposicao a pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio padrdo (lavagens em
sol padrao pH4,2 e exposicdo ao Al em sol. padrdo), 80/40 mM sac (lavagens
em sol. padréo pH4,2 + 80mM de sacarose ou manitol e exposi¢cao ao Al em
sol. padrao + 40mM sacarose ou manitol); 80/0 mM (lavagens em sol. padréo +

80mM sacarose ou manitol e exposi¢cao ao Al em sol. padréo pH4,2)..................

Figura 33: Peroxidagéo lipidica medida pelo teste TBA em células de tabaco cv.
BY-2 na fase log de crescimento, sob condi¢cdes de acumulo de Al padrao, com
o uso de 20 uM BHA e com 100 uM BHA tanto nas lavagens precedentes a
exprosicdo, como durante as 2h de exposicdo ao Al. Controles: pH5,6
(lavagens e exposicao a pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio padrao
(lavagens em sol padrao pH4,2 e exposi¢do ao Al em sol. padrao), 80/40 mM
(lavagens em sol. padrao pH4,2 + 80mM de sacarose ou manitol e exposigcao
ao Al em sol. padrao + 40mM sacarose ou manitol); 80/0 mM (lavagens em sol.

padrao + 80mM sacarose ou manitol e exposicdo ao Al em sol. padrao pH4,2)...

76

79

81

83



Figura 34: Viabilidade celular (VC%) em células de tabaco cv. BY-2 na fase log
de crescimento. O tratamento sem BHA é o experimento padrdao de exposi¢cao
ao Al; o tratamento 20uM BHA recebeu esta concentracdo do antioxidante nas
solugdes de lavagens e durante a exposi¢ao; idem para o tratamento 100 uyM
BHA. Controles: pH5,6 (lavagens e exposi¢cao a pH5,6); pH4,2 (idem, porém
pH4,2); ensaio padrao (lavagens em sol padrdo pH4,2 e exposi¢do ao Al em
sol. padrao), 80/40 mM sac (lavagens em sol. padrdo pH4,2 + 80mM de
sacarose e exposi¢cao ao Al em sol. padrao + 40mM sacarose); 80/0 mM sac

(lavagens em sol. padrdao + 80mM sacarose e exposicao ao Al em sol. padrao

Figura 35: (A) Viabilidade celular (VC%) e (B) crescimento celular
(ICC%) da cultura de células BY-2 submetida aos diferentes tratamentos na
presenca de 20uM BHA. O ICC foi medido a cada ao final das 2h de exposicao
€ a cada 24h até 96h apéds a realizagcao do experimento. A medigao deu-se por

centrifugacao da suspensao celular a 200g por

Figura 36: (A) Viabilidade celular (VC%) e (B) crescimento celular
(ICC%) da cultura de células de tabaco cv. BY-2 na fase log submetidas aos
diferentes tratamentos na presenca de 100uM BHA apds a exposi¢ao. O indice
de compactacao celular foi medido a cada ao final das 2h de exposi¢do aos
tratamentos e a cada 24h até 96h apds a realizacdo do experimento. A medicao

deu-se por centrifugacao da suspensao celular a 200g por 2min........cccccceeeveeeeeee..

Figura 37: Perfil protéico das células tratadas sob condi¢gdes de pH 5,6. Os géis
correspondem a (A) fase log e (B) fase estacionaria de crescimento. As
proteinas foram separadas na 12 Dimensdao com o uso de fitas de pH
imobilizado na faixa de 3 a 10 e na 22. Dimensao por SDS-PAGE gradiente 8-

16%. Foram usadas 75ug proteina em cada gel.........ccccoevveeeiiiiiiiiiiiieee e,

Figura 38: Perfil protéico das células tratadas com Al. Géis: (A) fase log e (B)
fase estacionaria. As proteinas foram separadas por IEF pH 3 a 10 e SDS-

PAGE 8-16%. Foram usadas 75 pg proteina em cada gel..........cccccceevviiiiiinnennnn.
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RESUMO

CAPALDI, F.R. Estresse oxidativo e diferencas na sensibilidade de células de
tabaco (Nicotiana tabacum L.) cv. BY-2 ao aluminio e a acidez. 2006. 150f. Tese

(Doutorado). Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo.

O aluminio ¢é limitante a atividade agricola em todo o mundo. Nos solos acidos
a disponibilidade de Al aumenta. Estes solos constituem a maioria dos solos do
mundo e dois tercos dos solos brasileiros. O problema da acidez do solo e da
toxicidade por Al é altamente significativo para as perdas na produtividade agricola e
florestal. Para se ter Al disponivel, primeiramente tem que se ter condi¢gdes de pH
baixo. O primeiro sintoma causado pela toxicidade por Al €& a inibicdo no
alongamento do sistema radicular. Existem trabalhos vinculando a inibigdo a
alteracdes nos processos de divisdo e expansao celular. Embora os mecanismos de
toxicidade e resisténcia ao Al ndo estejam totalmente elucidados, admite-se que em
algumas plantas, a quelagao do Al por acidos organicos € um dos mecanismos que
confere resisténcia das células ao Al, assim como em outras plantas a elevacao do
pH da rizosfera, por compostos liberados pelo sistema radicular, atua na queda da
disponibilidade do Al na solugdo do solo. Porém, existem outras alternativas que
vém sendo propostas na literatura como possiveis mecanismos de resisténcia das
plantas ao Al, principalmente ao nivel celular e molecular. Alteragdes nas
composicoes lipidica e protéica da membrana plasmatica, assim como na sua
estrutura fisica; ativacao do sistema antioxidante celular; alteragdes na sinalizagao
celular e de atividade dos canais de troca da membrana plasmatica vém sendo

estudados como possiveis contribuintes para os mecanismos de resisténcia ao Al. A



sensibilidade celular ao Al depende do seu estagio de desenvolvimento. As células
sensiveis ao Al acumulam o metal, enquanto que as resistentes acumulam muito
pouco. Foi constatado em nosso trabalho que as células sensiveis ao Al também
sdo sensiveis ao baixo pH. As células sensiveis ndo conseguem recuperar seu
crescimento e sua viabilidade celular apds a exposi¢cao ao Al ou ao baixo pH.

A sacarose ou manitol conferiram protecédo as células quanto ao acumulo de
Al. Isso fez com que a viabilidade mantivesse-se em niveis proximos ao controle
(pH5,6) e a cultura conseguisse recuperar seu crescimento e viabilidade apds a
exposicao ao Al e ao baixo pH. O efeito protetor ndo foi devido ao carater energético
da sacarose, pois 0 manitol ndo € metabolizado pelas células BY-2 e os resultados
foram semelhantes quando se usou sacarose ou manitol, nas mesmas
concentracdes.

Sabe-se que o Al aumenta a peroxidacdo lipidica e a oxidacdo protéica da
membrana plasmatica, pela geracdo de EAQO’s, desencadeando o processo de
estresse oxidativo na célula. Em nosso estudo, nas células sensiveis houve
peroxidacao dos lipidios, ativacdo do sistema de enzimas antioxidantes, como SOD,
GST, GR, CAT e APX, alteragcao nos niveis de carboidratos e alteragao no perfil
protéico de fracdes enriquecidas de membrana plasmatica, obtido por eletroforese
2D. O mesmo comportamento foi verificado em células sensiveis tratadas a baixo
pH.

Pode-se concluir que o sistema antioxidante celular foi ativado na presenca
de baixo pH ou Al, pela ocorréncia de peroxidagao lipidica, que gera maiores
concentragdes de H,O, nas células sensiveis (fase log). E que existem diferengas no

perfil protéico de células tratadas com Al em relagdo a células mantidas sob



condigdes de cultivo, tanto em presencga de spots como em expressao diferencial.
Porém estas diferencas necessitam ser melhores exploradas.

A peroxidacao lipidica € um bom indicador da sensibilidade celular ao Al e ao
baixo pH, assim como a ativagao do sistema antioxidante e a geragdo do perdxido
de hidrogénio. Poderiam ser realizados experimentos no tempo, medindo-se o
acumulo de Al e relacionando-o aos niveis de peroxidacao lipidica, atividade das
enzimas antioxidantes e geragao do peréxido, para que pudéssemos indicar talvez
um processo que se iniciasse antes que outro, ou mesmo que decaisse antes do
outro. Assim como um monitoramento das condicbes de oxidacdo protéica na

presenca de Al.

Palavras-chave: cultura de células vegetais; enzimas antioxidantes; membrana

plasmatica; proteinas da membrana; toxicidade por aluminio.



ABSTRACT

CAPALDI, F.R. Oxidative stress and differences in sensibility of tobacco cells
(Nicotiana tabacum L.) cv. BY-2 to aluminum and acidity. 2006. 150f. Thesis

(Doctorate). Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo.

Aluminum limits crop production in all over the world. In acid solis the Al
disponibility is larger. Acid soils compose the major part of the brazillian soils. The
problem of acidity and Al toxicity results in losses of productivity in agriculture and
forestry. The first symptom of Al toxicity is inhibition of root growth. There is many
studies that indicate relations between the inhibition of root growth and cell division
and expansion alterations. The mechanisms of Al toxicity and resistance aren’t
completely understood in plants. The resistance mechanism of Al chelation by
organic acid is one of the mechanisms accept, like the elevation of the rizosphere pH
by substances exsudated by the root system. Other possible mechanisms that are
being mentionated are the alterations in plasma membrane composition and
structure, antioxidant cell system activation, alterations in cell signal and alterations
in the membrane channels activity. Aluminum cell sensibility depends of the status
cellular. The cells that are sensible to Al, are in the log phase of growth and
accumulate the metal, whereas the resistant cells do not accumulate and were in the
stationary phase of growth. In our work, we observed that the sensible cells are
sensible to low pH too. The sensible cells don’t recover their growth rate and cellular

viability after the treatment exposition.



Sucrose or mannitol confers cellular protection against the Al. The cellular
viability was high (next to the control, pH5,6) and the cell culture recovery their
growth and viability after the Al or low pH exposition.

The protective effect don’'t occurs in response to the energetic role of sucrose,
because cells treated with mannitol showed the same results and the mannitol did
not metabolizated by tobacco BY-2 cells.

Al induces lipid peroxidation and protein oxidation in plasma membrane, by
the ROS generation promoting the oxidative stress. We found that sensible Al cells
showed lipid peroxidation, H,O, generation, antioxidant enzymes activation (SOD,
GST, GR, CAT and APX), alterations in the total soluble carbohydrate levels and
protein profile alterations by 2D electrophoresis. The same responses were observed
in the pH sensible cells, at log phase of growth. This differences should be more
explored.

We concluded that the lipid peroxidation is an indicator of sensitivity to Al and
low pH, like the antioxidant enzymes activities and the H,O, generation. Studies
should be done with the Al accumulated in time, measuring the activities of
antioxidant system and the lipid peroxidation with the objective to indicated what

process could start firstly.

Key-words: plant cell culture; antioxidant enzymes; plasma membrane; membrane

proteins; aluminum toxicity.
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LISTA DE ABREVIACOES

Oxigénio singlet

Two Dimensional Electrophoresis; eletroforese bidimensional
2 4-diclorofenoxiacetic acid; acido 2,4-diclorofenoxiacético
Ascorbato Peroxidase

Aminosulfobetaine 14; amino sulfo betaina 14

Butylated Hydroxyanisole; Butil Hidroxi anizol

Bright Yellow 2

Catalase

1-chloro-2,4-dinitrobenzene; 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno

4’ 6’-diamino-phenylindole; 4’,6’-diaminofenil-indole

5,5”-dithiobis(2-nitrobenzoic acid); 5,5"—ditiobis(2-acido
nitrobenzoico)
Dithiothreitol; ditiotreitol

Espécies ativas de oxigénio

Enzyme Commission

Graphite furnace atomic absorption spectrometry; Espectrometria
de absorgcao atbmica com atomizacio eletrotérmica em forno de
grafite

Glutationa Redutase

Glutationa reduzida

Glutationa oxidada

Glutationa-S-Transferase

Radical hidroperoxila

lodoacetamide; iodoacetamida

indice de células compactadas (%)

Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectrometry;
Espectrometria de emissao atdbmica com fonte de plasma
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry; Espectrometria
de massa com fonte de plasma acoplada

Isoeletric focalization; focalizagao isoelétrica

Immobilized pH Gradient; gradiente de pH imobilizado

Manitol



MDA
MES

MF
ory
OH’
PAGE

PFA

Pl
PMSF
ROS
RT

sac
SDS
SOD
TBA
TBARS

TCA
TEMED

TRIS
VC%
X0

Malonaldeyde; malonaldeido

(2-[N-Morpholino]ethanesulfonic acid); acido morfolino etano
sulfénico

Massa vegetal fresca

Radical superdxido

Radical hidroxila

Polyacrylamide Gel Electrophoresis; eletroforese em gel de
poliacrilamida

Perfluoroalkoxy Teflon®

Ponto isoelétrico

Phenylmethylsulphonylfluoride; fenilmetilsulfonilfluoreto
Reactive Oxygen Species; espécies reativas de oxigénio
Immobiline Drystrip Reswelling Tray

Sacarose

Sodium Dodecyl Sulfate; dodecil sulfato de sédio

Superéxido Dismutase

2-Thiobarbituric acid; acido tiobarbiturico

Thiobarbituric acid reactive substances; substancias reativas ao
acido tiobarbiturico

Trichloroacetic acid; acido tricloroacético

N, N, N’ N’-tetra methylenodiamine; N,N,N’,N’—
tetrametilenodiamina
Tris(hydroxymethyl)-aminoethane; Tris(hidroximetil)-aminometano

Viabilidade celular (%)
Xylenol orange; alaranjado de xilenol
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Figura 13: (A) Crescimento celular (%) e (B) viabilidade celular (%), durante um
subcultivo, em meios de cultura contendo sacarose (®) ou manitol (O) como
fonte de carbono. O indculo inicial foi de 4% para os dois tratamentos e a
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log e estacionaria de crescimento (observar as chaves). Tratamentos: controle
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como estacionaria); 80/40 mM sac (solugao de lavagem foi acrescida de 80mM
de sacarose e a solugao de exposigcao recebeu 40mM de sacarose); 80/0 mM
sac (solucdo de lavagem recebeu 80mM de sacarose porém as células foram
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Figura 19: Concentracao de Al (ppb) em células de tabaco cv. BY-2 nas fases
log (o) e estacionaria (m) obtida em ICP-MS. Controles: pH5,6 (lavagens e
exposicao a pH 5,6); pH4,2 (idem, a pH 4,2); ensaio padrao (células lavadas
em sol. padrédo pH 4,2 e expostas a 50 yM Al); 80/40mM (lavagens em solugao
padrao + 80 mM sacarose ou manitol e expostas a 50 uM Al + 40mM sacarose
ou manitol); 80/0mM (lavagens em solugdo padrao + 80mM sacarose ou

manitol € expostas @ 50 UM Al)......oooiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e

Figura 20: Correlagcéo entre Al acumulado entre as metodologias de fluorimetria
pelo complexo Al-morin e por ICP-MS em células de tabaco cv. BY-2, nas fases

log e estacionaria, com coeficiente de correlagcéo entre as metodologias igual a:

Figura 21: Peroxidacgao lipidica em células de tabaco cv. BY-2 nas fases log (o)
e estacionaria (m), medida pelo teste TBA. Resultados expressos em mmol
MDA/mg MF. Os resultados em células na fase estacionaria foram proximos de
zero, considerados despreziveis. Controles: pH5,6 (lavagens e exposicao a
pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio padrao (lavagens em sol padrao
pH4,2 e exposicao ao Al em sol. padrao), 80/40 mM (lavagens em sol. padrao
pH4,2 + 80mM de sacarose ou manitol e exposicdo ao Al em sol. padrdao +
40mM sacarose ou manitol); 80/0 mM (lavagens em sol. padrao + 80mM

sacarose ou manitol e exposicéo ao Al em sol. padrao pH4,2).........ccccccvevvvnnnnnn.
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Figura 23 Concentragao de H,O, em células de tabaco cv. BY-2 na fase log de
crescimento. Controles: pH5,6 (lavagens e exposi¢ao a pH5,6); pH4,2 (idem,
porém pH4,2); ensaio padrao (lavagens em sol padrao pH4,2 e exposicao ao Al
em sol. padrao), 80/40 mM (lavagens em sol. padrdao pH4,2 + 80mM de
sacarose ou manitol e exposicdo ao Al em sol. padrdao + 40mM sacarose ou
manitol); 80/0 mM (lavagens em sol. padrdo + 80mM sacarose ou manitol e

exposicdo ao Al em sol. padrao pH4,2).........ooiii e,
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Figura 24: Correlagcéo entre a peroxidagao lipidica e o conteudo de H,O, em
células de tabaco cv. BY-2. Foram utilizados dados de todos os tratamentos
aplicados em células tanto na fase log como na estacionaria para tragar o

Lo = Vo7 T PSPPI

Figura 25: Correlagao entre a peroxidacao lipidica e o acumulo de Al medido
por ICP-MS (o), com R? = 0,6558 e correlacéo entre o contetdo de H,O, e o
acumulo de Al medido por ICP-MS (m), com R? = 0,1047 em células de tabaco
cv. BY-2. Foram considerados os dados de todos os tratamentos aplicados as

células tanto na fase log, como na fase estacionaria de crescimento...................

Figura 26: Correlacado entre a peroxidacao lipidica e a viabilidade celular (m),
com R?=0,6152 ¢ correlacao entre o conteudo de H,O, e a viabilidade celular
(o), com R? = 0,604 em células de tabaco cv. BY-2. Foram considerados os
dados de todos os tratamentos aplicados as células tanto na fase log, como na

fase estacionaria de CreSCIMENTO. ... .ccuie e e

Figura 27: Bandas de SOD em PAGE 9%. P (padrdo SOD-bovina) e
tratamentos: pH5,6; pH4,2; 50uM AICIl;; 80/40sac (lavagens com a solugao
padrao acrescida de 80mM sacarose e exposicdo ao Al em solugcdo padrao
acrescida de 40mM sacarose, pH4,2) e 80/0sac (idem ao tratamento anterior,
porém a exposicdo ao Al foi feita em solugdo padrao pH4,2). Corridas

simultaneas, a 4°C, 15mA/gel, utilizando-se 60ug de proteinas/amostra..............

Figura 28: Identificagdo das diferentes isoenzimas de SOD. Estao presentes a
Mn-SOD, resistente aos dois inibidores usados e a Fe-SOD, resistente ao KCN
e inibida pelo H,O,. A primeira parte (controle) foi revelada através do
procedimento padrao para SOD. A corrida do gel foi realizada a 4°C, 15mA/gel

por um tempo médio de 3h, em cuba Pharmacia para mini-gel...................cc........

Figura 29: Atividade da catalase em células de tabaco cv. BY-2 na fase log (o)
e estacionaria de crescimento (m). Controles: pH5,6 (lavagens e exposicao a
pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio padrao (lavagens em sol padrao
pH4,2 e exposicdo ao Al em sol. padrao), 80/40 mM sac (lavagens em sol.
padrao pH4,2 + 80mM de sacarose e exposi¢gao ao Al em sol. padrdo + 40mM
sacarose); 80/0 mM sac (lavagens em sol. padrao + 80mM sacarose e

exposicdo ao Al em sol. padrao pH4,2).........oooiiii e,
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Figura 30: Atividade da ascorbato peroxidase (APX) em células de tabaco BY-2
nas fases log (o) e estacionaria (m). Controles: pH5,6 (lavagens e exposig¢ao a
pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio padrao (lavagens em sol padrao
pH4,2 e exposicdo ao Al em sol. padrao), 80/40 mM sac (lavagens em sol.
padrao pH4,2 + 80mM de sacarose e exposi¢cao ao Al em sol. padrdo + 40mM
sacarose); 80/0 mM sac (lavagens em sol. padrdao + 80mM sacarose e

exposicdo ao Al em sol. padrao pH4,2).........coooooiiiii e,

Figura 31: Atividade da glutationa-S-transferase em células de tabaco cv. BY-2
na fase log (o) e estacionaria de crescimento (m). Controles: pH5,6 (lavagens e
exposicao a pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio padrao (lavagens em
sol padrao pH4,2 e exposicao ao Al em sol. padrao), 80/40 mM sac (lavagens
em sol. padréao pH4,2 + 80mM de sacarose e exposigao ao Al em sol. padréo +
40mM sacarose); 80/0 mM sac (lavagens em sol. padrdo + 80mM sacarose e

exposicdo ao Al em sol. padrao pH4,2).........ooiiiii

Figura 32: Atividade da Glutationa redutase (GR) em células de tabaco cv. BY-2
na fase log (o) e estacionaria de crescimento (m). Controles: pH5,6 (lavagens e
exposicao a pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio padrdo (lavagens em
sol padrao pH4,2 e exposi¢cdo ao Al em sol. padrdo), 80/40 mM sac (lavagens
em sol. padréo pH4,2 + 80mM de sacarose ou manitol e exposicao ao Al em
sol. padrao + 40mM sacarose ou manitol); 80/0 mM (lavagens em sol. padréo +

80mM sacarose ou manitol e exposi¢cao ao Al em sol. padréo pH4,2)..................

Figura 33: Peroxidagao lipidica medida pelo teste TBA em células de tabaco cv.
BY-2 na fase log de crescimento, sob condi¢cdes de acumulo de Al padrao, com
0 uso de 20 yM BHA e com 100 uM BHA tanto nas lavagens precedentes a
exprosicdo, como durante as 2h de exposicdo ao Al. Controles: pH5,6
(lavagens e exposicao a pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio padrao
(lavagens em sol padréo pH4,2 e exposi¢do ao Al em sol. padrao), 80/40 mM
(lavagens em sol. padrao pH4,2 + 80mM de sacarose ou manitol e exposigcao
ao Al em sol. padrao + 40mM sacarose ou manitol); 80/0 mM (lavagens em sol.

padrao + 80mM sacarose ou manitol e exposicdo ao Al em sol. padrao pH4,2)...
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Figura 34: Viabilidade celular (VC%) em células de tabaco cv. BY-2 na fase log
de crescimento. O tratamento sem BHA é o experimento padrdo de exposi¢cao
ao Al; o tratamento 20uM BHA recebeu esta concentracdo do antioxidante nas
solugbes de lavagens e durante a exposi¢ao; idem para o tratamento 100 uyM
BHA. Controles: pH5,6 (lavagens e exposi¢cao a pH5,6); pH4,2 (idem, porém
pH4,2); ensaio padrao (lavagens em sol padrdo pH4,2 e exposi¢do ao Al em
sol. padrdao), 80/40 mM sac (lavagens em sol. padrdao pH4,2 + 80mM de
sacarose e exposi¢cao ao Al em sol. padrao + 40mM sacarose); 80/0 mM sac

(lavagens em sol. padrdao + 80mM sacarose e exposi¢cao ao Al em sol. padrao

Figura 35: (A) Viabilidade celular (VC%) e (B) crescimento celular (ICC%) da
cultura de células BY-2 submetida aos diferentes tratamentos na presenca de
20uM BHA. O ICC foi medido a cada ao final das 2h de exposicao e a cada 24h
até 96h apds a realizagao do experimento. A medigdo deu-se por centrifugagao

da suspensao celular a 200g POr 2MiN.......cooiiiiiiiiiieee e

Figura 36: (A) Viabilidade celular (VC%) e (B) crescimento celular (ICC%) da
cultura de células de tabaco cv. BY-2 na fase log submetidas aos diferentes
tratamentos na presenca de 100uM BHA apdés a exposicdo. O indice de
compactagado celular foi medido a cada ao final das 2h de exposicao aos
tratamentos e a cada 24h até 96h apds a realizacdo do experimento. A medicao

deu-se por centrifugagédo da suspensao celular a 200g por 2min.........ccceeevveeeeee..

Figura 37: Perfil protéico das células tratadas sob condigbes de pH 5,6. Os géis
correspondem a (A) fase log e (B) fase estacionaria de crescimento. As
proteinas foram separadas na 12 Dimensdao com o uso de fitas de pH
imobilizado na faixa de 3 a 10 e na 2°. Dimensao por SDS-PAGE gradiente 8-

16%. Foram usadas 75ug proteina em cada gel.........ccccoovveeeiiiiiiiiiiiieeeeeee,
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Figura 38: Perfil protéico das células tratadas com Al. Géis: (A) fase log e (B)
fase estacionaria. As proteinas foram separadas por IEF pH 3 a 10 e SDS-

PAGE 8-16%. Foram usadas 75 ug proteinaem cada gel...........ooovvvvvvivevveennennne.
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RESUMO

CAPALDI, F.R. Estresse oxidativo e diferencas na sensibilidade de células de
tabaco (Nicotiana tabacum L.) cv. BY-2 ao aluminio e a acidez. 2006. 150f. Tese

(Doutorado). Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo.

O aluminio ¢é limitante a atividade agricola em todo o mundo. Nos solos acidos
a disponibilidade de Al aumenta. Estes solos constituem a maioria dos solos do
mundo e dois tercos dos solos brasileiros. O problema da acidez do solo e da
toxicidade por Al é altamente significativo para as perdas na produtividade agricola e
florestal. Para se ter Al disponivel, primeiramente tem que se ter condi¢gdes de pH
baixo. O primeiro sintoma causado pela toxicidade por Al €& a inibicdo no
alongamento do sistema radicular. Existem trabalhos vinculando a inibigdo a
alteracdes nos processos de divisdo e expansao celular. Embora os mecanismos de
toxicidade e resisténcia ao Al ndo estejam totalmente elucidados, admite-se que em
algumas plantas, a quelagao do Al por acidos organicos € um dos mecanismos que
confere resisténcia das células ao Al, assim como em outras plantas a elevacao do
pH da rizosfera, por compostos liberados pelo sistema radicular, atua na queda da
disponibilidade do Al na solugdo do solo. Porém, existem outras alternativas que
vém sendo propostas na literatura como possiveis mecanismos de resisténcia das
plantas ao Al, principalmente ao nivel celular e molecular. Alteragdes nas
composicoes lipidica e protéica da membrana plasmatica, assim como na sua
estrutura fisica; ativacao do sistema antioxidante celular; alteragdes na sinalizagao
celular e de atividade dos canais de troca da membrana plasmatica vém sendo

estudados como possiveis contribuintes para os mecanismos de resisténcia ao Al. A
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sensibilidade celular ao Al depende do seu estagio de desenvolvimento. As células
sensiveis ao Al acumulam o metal, enquanto que as resistentes acumulam muito
pouco. Foi constatado em nosso trabalho que as células sensiveis ao Al também
sdo sensiveis ao baixo pH. As células sensiveis ndo conseguem recuperar seu
crescimento e sua viabilidade celular apds a exposi¢cao ao Al ou ao baixo pH.

A sacarose ou manitol conferiram protecédo as células quanto ao acumulo de
Al. Isso fez com que a viabilidade mantivesse-se em niveis proximos ao controle
(pH5,6) e a cultura conseguisse recuperar seu crescimento e viabilidade apds a
exposicao ao Al e ao baixo pH. O efeito protetor ndo foi devido ao carater energético
da sacarose, pois 0 manitol ndo € metabolizado pelas células BY-2 e os resultados
foram semelhantes quando se usou sacarose ou manitol, nas mesmas
concentracdes.

Sabe-se que o Al aumenta a peroxidacdo lipidica e a oxidacado protéica da
membrana plasmatica, pela geracdo de EAQO’s, desencadeando o processo de
estresse oxidativo na célula. Em nosso estudo, nas células sensiveis houve
peroxidagcao dos lipidios, ativacdo do sistema de enzimas antioxidantes, como SOD,
GST, GR, CAT e APX, alteragcao nos niveis de carboidratos e alteragao no perfil
protéico de fracbes enriquecidas de membrana plasmatica, obtido por eletroforese
2D. O mesmo comportamento foi verificado em células sensiveis tratadas a baixo
pH.

Pode-se concluir que o sistema antioxidante celular foi ativado na presenca
de baixo pH ou Al, pela ocorréncia de peroxidagao lipidica, que gera maiores
concentragdes de H,O, nas células sensiveis (fase log). E que existem diferengas no

perfil protéico de células tratadas com Al em relagdo a células mantidas sob
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condigdes de cultivo, tanto em presencga de spots como em expressao diferencial.
Porém estas diferencas necessitam ser melhores exploradas.

A peroxidacao lipidica € um bom indicador da sensibilidade celular ao Al e ao
baixo pH, assim como a ativagao do sistema antioxidante e a geragdo do perdxido
de hidrogénio. Poderiam ser realizados experimentos no tempo, medindo-se o
acumulo de Al e relacionando-o aos niveis de peroxidacao lipidica, atividade das
enzimas antioxidantes e geragao do peréxido, para que pudéssemos indicar talvez
um processo que se iniciasse antes que outro, ou mesmo que decaisse antes do
outro. Assim como um monitoramento das condicbes de oxidacdo protéica na

presenca de Al.

Palavras-chave: cultura de células vegetais; enzimas antioxidantes; membrana

plasmatica; proteinas da membrana; toxicidade por aluminio.
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ABSTRACT

CAPALDI, F.R. Oxidative stress and differences in sensibility of tobacco cells
(Nicotiana tabacum L.) cv. BY-2 to aluminum and acidity. 2006. 150f. Thesis

(Doctorate). Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo.

Aluminum limits crop production in all over the world. In acid solis the Al
disponibility is larger. Acid soils compose the major part of the brazillian soils. The
problem of acidity and Al toxicity results in losses of productivity in agriculture and
forestry. The first symptom of Al toxicity is inhibition of root growth. There is many
studies that indicate relations between the inhibition of root growth and cell division
and expansion alterations. The mechanisms of Al toxicity and resistance aren’t
completely understood in plants. The resistance mechanism of Al chelation by
organic acid is one of the mechanisms accept, like the elevation of the rizosphere pH
by substances exsudated by the root system. Other possible mechanisms that are
being mentionated are the alterations in plasma membrane composition and
structure, antioxidant cell system activation, alterations in cell signal and alterations
in the membrane channels activity. Aluminum cell sensibility depends of the status
cellular. The cells that are sensible to Al, are in the log phase of growth and
accumulate the metal, whereas the resistant cells do not accumulate and were in the
stationary phase of growth. In our work, we observed that the sensible cells are
sensible to low pH too. The sensible cells don’t recover their growth rate and cellular

viability after the treatment exposition.
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Sucrose or mannitol confers cellular protection against the Al. The cellular
viability was high (next to the control, pH5,6) and the cell culture recovery their
growth and viability after the Al or low pH exposition.

The protective effect don’'t occurs in response to the energetic role of sucrose,
because cells treated with mannitol showed the same results and the mannitol did
not metabolizated by tobacco BY-2 cells.

Al induces lipid peroxidation and protein oxidation in plasma membrane, by
the ROS generation promoting the oxidative stress. We found that sensible Al cells
showed lipid peroxidation, H,O, generation, antioxidant enzymes activation (SOD,
GST, GR, CAT and APX), alterations in the total soluble carbohydrate levels and
protein profile alterations by 2D electrophoresis. The same responses were observed
in the pH sensible cells, at log phase of growth. This differences should be more
explored.

We concluded that the lipid peroxidation is an indicator of sensitivity to Al and
low pH, like the antioxidant enzymes activities and the H,O, generation. Studies
should be done with the Al accumulated in time, measuring the activities of
antioxidant system and the lipid peroxidation with the objective to indicated what

process could start firstly.

Key-words: plant cell culture; antioxidant enzymes; plasma membrane; membrane

proteins; aluminum toxicity.



1 INTRODUCAO

O aluminio é limitante ao crescimento e desenvolvimento das culturas
agricolas em grandes areas do mundo. Um dos primeiros sintomas da toxicidade por
Al é a inibicao do crescimento radicular. O estudo do seu impacto sobre as culturas
agricolas tem elevada importadncia nas mais diversas areas de estudo que
compreendem a Agronomia, Medicina e a Biologia (UEXKULL; MUTERT, 1995;
KERR et al., 1992; MCLACHLAN et al., 1992). A disponibilidade do Al € aumentada
em solos acidos (pH<5,5), os quais recobrem cerca de 40% da area agricultavel do
mundo e constituem cerca de dois tergos dos solos no Brasil (VITORELLO et al.,
2005).

A existéncia de variabilidade genética quanto a resisténcia ao Al é conhecida
e a importancia dos programas de melhoramento genético no Brasil estdo bem
exemplificadas em relagao ao trigo e ao milho (CAMARGO et al., 1998; PANDEY et
al., 1994; PARENTONI et al., 2001). Varios estudos apontam diferentes hipdteses
para os mecanismos de toxicidade e resisténcia ao Al em plantas, como: alteracdes
na membrana plasmatica, indugao de estresse oxidativo via peroxidagao de lipidios,
interferéncia na sinalizagcao celular e exclusdo de Al por exsudacdo de acidos
organicos e/ou elevagcdo do pH da rizosfera, entre outras (PELLET et al., 1995;
JONES; KOCHIAN, 1997; DEGENHARDT et al., 1998; PINEROS et al., 2002; AHN
et al.,, 2001). Ha evidéncias indiretas que favorecem cada uma destas hipdteses,
entretanto, diretamente, ndo ha dados suficientes para que uma hipétese possa ser
favorecida sobre outra (RICHARDS et al., 1998).

Em suma, os mecanismos de toxicidade e resisténcia ao Al ndo estédo

totalmente esclarecidos.



Além das diferengas genotipicas, € necessario considerar que a sensibilidade
celular ao Al depende do seu estado fisiologico de desenvolvimento. Células da
zona de transicdo distal sdo as mais sensiveis ao Al, encontrando-se no final do
ciclo de divisdo celular e preparando-se para a fase de elongagao celular
(SIVAGURU et al., 1999; BLANCAFLOR et al., 1998; VITORELLO et al., 2005). As
diferencas na sensibilidade celular ao Al também podem ser observadas em células
de crescimento polar (JONES et al., 1995; CARE, 1995; DONCHEVA et al., 2005).

Células da regido apical de raizes de milho e aveia expostas ao Al
apresentaram alteracbes em sua estrutura em relacdo ao controle, sobretudo na
epiderme e cortex, resultando em diminuicdo da divisdo celular e reducdo do
crescimento radicular, ocasionando morte celular (CIAMPOROVA, 2000; PAN et al.,
2001).

Células de tabaco cultivadas em suspensdo, também apresentam diferencas
na sensibilidade ao Al, dependendo da fase de crescimento em que se encontram.
Células na fase log de crescimento sdo sensiveis, enquanto que células na fase
estacionaria sao resistentes (YAMAMOTO et al., 1994; VITORELLO; HAUG, 1996 e
1999). Pode-se conferir resisténcia as células sensiveis pela retirada de fosforo ou
de todos os nutrientes do meio de cultura (YAMAMOTO et al., 1996; EZAKI et al.,
1995; VITORELLO; HAUG, 1999). Vitorello e Haug (1999) constataram que o
acumulo de Al atingia niveis insignificantes e que, a transicado de um estado sensivel
a um resistente era inibida por Brefeldin A (inibidor do trafico de vesiculas). Este
resultado pode estar relacionado a alguma alteragdo na estrutura que envolve a
parede celular, a membrana plasmatica e o citoesqueleto (VITORELLO et al., 2005).

Geralmente, o acumulo de Al € maior em células sensiveis ao Al do que em

células resistentes. Os motivos pelos quais ha diferencas no acumulo de Al entre



células sensiveis e resistentes ainda nao estio claros. Nos ultimos anos, diversos
trabalhos tém relatado que a exclusdo de Al, através da exsudagao de acidos
organicos ou a elevacao de pH da rizosfera podem ser os principais mecanismos de
resisténcia ao Al (DE LA FUENTE et al., 1997; MA et al., 2001; HAMILTON et al.,
2001; DELHAIZE et al., 2001; KOCHIAN et al., 2004; PINEROS et al., 2005; YANG
et al., 2005). No entanto, alguns trabalhos tém demonstrado que nem sempre é o
caso e que outros mecanismos, embora desconhecidos, devem existir, como é o
caso da Brachiaria decumbens (WENZL, 2001).

As diferencas no acumulo de Al podem estar relacionadas com alteragdes na
membrana plasmatica, podendo envolver as suas composicoes lipidica e protéica,
assim como na sua estrutura fisica.

Varios estudos tém relacionando o Al & ocorréncia de estresse oxidativo,
principalmente a peroxidagao dos lipidios e proteinas da membrana plasmatica
(CAKMAK; HORST, 1991; YAMAMOTO et al., 2001). E possivel que o acumulo de
Al seja uma consequéncia de danos causados pela peroxidagdao da membrana e,
portanto, diferengas no acumulo de Al sejam apenas consequéncia da
suscetibilidade das células a peroxidacao.

A possibilidade de existéncia de outros mecanismos de resisténcia celular ao
Al esta clara, como o aumento da expressdao de enzimas antioxidantes (GST e
peroxidases) em células sensiveis e a diminuicao do conteudo de MDA em células
tolerantes (EZAKI et al., 1995; 2000; 2001; RICHARDS et al., 1998; YAMAMOTO et
al., 2001; TAKAHASHI; NAGATA, 1992; GYSEL et al., 1993; KOCHIAN et al., 2004;

MATSUMOTO et al., 2003).



Ezaki et al. (2005) identificaram as fungdes de dois genes envolvidos com
mecanismos de tolerdncia ao Al em plantas, estando um deles associado a
membrana plasmatica e outro relacionado a ativacao do efluxo de Al.

Nosso trabalho se insere em uma linha de pesquisa que procura explorar as
diferencas de sensibilidade ao Al que ocorrem entre células, em fungdo de seu
crescimento ou desenvolvimento, para tentar melhor elucidar os mecanismos de
toxicidade e tolerdncia ao Al. Assim, procurou-se estudar as diferencas na
sensibilidade de células de tabaco cv. BY-2 nas fases log e estacionaria de
crescimento.

O material vegetal utilizado neste trabalho, a cultura de células de tabaco
(Nicotiana tabacum L.) cv. BY-2 foi escolhido porque este sistema apresenta
vantagens sobre o uso de sistemas radiculares. As raizes apresentam zonas de
crescimento diferenciado que possuem acumulo e sensibilidade também
diferenciada ao Al. Porém, o limite entre as células que sao sensiveis e as tolerantes
€ mal definido e a separacdo destas células € quase impossivel, com problemas
tanto relacionados a pureza quanto a quantidade de material para estudo. Além
disto, o uso de culturas de células permite maior homogeneidade no tratamento das
células. A linhagem BY-2 de tabaco apresenta alta homogeneidade da cultura e
crescimento rapido, além de se prestar bem a experimentos de sincronizagao
celular.

Neste estudo, primeiramente analisamos o comportamento das células na
presenca de Al, através do acumulo relativo de Al e da viabilidade celular.
Procuramos também associar as alteragdes na sensibilidade ao Al a ocorréncia de

peroxidacgao lipidica, como indicador de estresse oxidativo.



ApoOs a constatacdo que as células sensiveis ao Al exibiam peroxidagao
lipidica, enfocamos o estudo sobre o sistema de enzimas antioxidantes da célula e
das proteinas de fracdes enriquecidas de membrana plasmatica.

Considerando que a membrana plasmatica é a barreira primaria as trocas
entre as células e também a barreira inicial que o Al encontra para acumular nas
células, as alteragdes provocadas na MP pela toxicidade por Al podem ser um
resultado da agao conjunta do sistema antioxidante com a expressao diferencial de
proteinas ou mesmo uma sequéncia de reagdes e processos, iniciados pela geragao

das EAQ’s, que resultaram em alteragdes lipidicas e protéicas da MP.

1.1 Objetivos
Estudar a razdo da ocorréncia das diferengas no grau de sensibilidade celular
ao Al, entre células de tabaco cv. BY-2 em diferentes estagios de desenvolvimento:
» Verificar se ha diferencas na peroxidacio lipidica da membrana plasmatica
entre células que acumulam Al (sensiveis, fase log) e células que nao
acumulam Al (resistentes, fase estacionaria)
= Examinar se as diferencas na peroxidacéo lipidica da membrana entre células
sensiveis e resistentes relacionam-se a diferencas na atividade do sistema
antioxidante celular ou a geracédo de EAQO’s, ou ainda a composi¢ao protéica
da membrana, considerando-a como barreira inicial a entrada de Al na célula,
= Examinar diferengas no perfil protéico da membrana plasmatica entre células
sensiveis e resistentes, objetivando encontrar proteinas candidatas que
possam estar relacionadas a estas diferencas de sensibilidade.
» Relacionar o papel dos osmdlitos no acumulo diferencial de Al entre células

sensiveis e tolerantes.



2 REVISAO DE LITERATURA
Além da revisao de literatura aqui apresentada, encontra-se no Apéndice 1 a

revisdo de VITORELLO et al. (2005), de nossa co-autoria.

2.1 Os solos acidos e a toxicidade por Al

A produtividade das culturas agricolas e florestais € altamente influenciada
por todos os tipos de estresses ambientais, tais como, geadas, seca,
encharcamentos/inundacgdes, acidez do solo e toxicidade por metais (AHN et al.,
2004).

A acidez é uma condi¢cao que abrange solos de todo o mundo, estimando-se
que ha cerca de 3,95 bilhdes de hectares recobertos por estes solos (FOY, 1984;
UEXKULL; MUTERT, 1995). Nas regides tropicais e subtropicais, os solos sao
naturalmente acidos, devido a elevada precipitacdo e consequente lixiviagcdo de
bases trocaveis como o Ca**, Mg?*, K e Na* (CUSTODIO et al., 2002). A acidez
interfere negativamente no estabelecimento das culturas agricolas, reduzindo a
produtividade e a biomassa vegetal (HAUG, 1984). Nestes solos, a disponibilidade
de Al é aumentada pelos valores de pH abaixo de 5,0.

A maioria das espécies vegetais € sensivel a valores de pH abaixo de 5,0.
Sob estas condicbes, também sao sensiveis a concentragdes de Al da ordem de
micromolares, de modo que perdas expressivas na produtividade agricola sao

causadas pela toxicidade por Al (TAMAS et al., 2003).

2.2 Toxicidade e sensibilidade celular ao Al
A inibicdo do alongamento radicular é o primeiro efeito da toxicidade do Al

nas plantas. Esta inibicdo pode estar associada a disfuncbes nos processos de



divisdo e alongamento celular (HORST, 1995; KOCHIAN, 1995; TAYLOR, 1995;
MATSUMOTO, 2000). Entretanto, os mecanismos primarios desta inibicdo néo se
encontram totalmente elucidados (KINRAIDE, 1993; EZAKI et al., 2005).

A regiao do apice radicular é o primeiro local onde nota-se o efeito inibitério
provocado pelo Al e esta regidao desempenha um importante papel na toxicidade e
na resisténcia ao Al (SIVAGURU; HORST, 1998; AHN et al., 2001). Entretanto, os
mecanismos de toxicidade e resisténcia ao Al em plantas sdo pouco conhecidos
(MATSUMOTO, 2000; AHN et al., 2004; VITORELLO et al., 2005).

Alguns mecanismos de resisténcia ao Al tém sido sugeridos na literatura,
sendo a quelagdo do Al por acidos organicos o mais conhecido deles. Ja foram
relatados mecanismos de quelagdo por citrato (MIYASAKA et al.,, 2001), malato
(RYAN et al., 1995; DELHAIZE et al., 2003) e oxalato (MA et al., 2001). Outro
mecanismo é a excreg¢ao do Al pelos apices radiculares (AHN et al., 2004).

Outros mecanismos de toxicidade por Al vém sendo propostos na literatura,
tais como o desbalango da homeostase do calcio livre citoplasmatico (JONES et al.,
1998; RENGEL; ZHANG, 2003), alteracbes no potencial da superficie celular
(KINRAIDE et al., 1998), ruptura da integridade da membrana plasmatica, inibigao
do fluxo de ions, inibicdo das vias de sinalizacao celular e alteragdes na estrutura do
citoesqueleto celular (KOCHIAN, 1995; MATSUMOTO, 2000; ROUT et al., 2001).

De la Fuente e Estrella (1999) e Matsumoto (2000) destacam o potencial da
existéncia de diferentes mecanismos celulares operando na conferéncia de
resisténcia ao Al em plantas e a importancia de entender-se as razdes da ocorréncia
de diferentes graus de sensibilidade entre as plantas de diferentes ou pertencentes a

um mesmo genotipo.



O Al, assim como outros ions metalicos, apresentam associacao seletiva com

polinucleotideos e RNA. Foi reportado que a interacdo com o DNA afeta
propriedades fisico-quimicas e fungdes biolégicas como divisdo e elongacao celular
e sintese de RNA e DNA (KARLIK et al., 1989; EZAKI et al., 1996).
Yamamoto et al. (1994; 2001) estudaram células de tabaco cv. Samsun cultivadas
na presenca de Al, concluindo que a sensibilidade das células ao Al depende da
fase de crescimento em que se encontram. Células na fase log de crescimento
apresentam sensibilidade ao Al, enquanto que células na fase estacionaria sao
resistentes a presenca de Al no meio, havendo boa correlagdo entre o acumulo de Al
€ a inibicao do crescimento celular.

Resultados semelhantes foram encontrados por Vitorello e Haug (1996)
estudando a relagao entre acumulo de Al e crescimento das células de tabaco cv.
BY-2. O acumulo de Al foi dependente da idade das células, sendo os maiores
valores de acumulo quantificados aos 2 dias de cultivo (fase log). O maior
crescimento relativo das células foi observado no mesmo periodo e o pico do indice
mitético foi observado 2 a 3 dias de cultivo. Pbde-se, portanto, correlacionar o
acumulo de Al a taxa de crescimento relativo e indicar que a fase de crescimento em
que as células se encontram pode determinar sua sensibilidade ao Al.

Existem evidéncias relacionando a sensibilidade ao Al com eventos do ciclo
celular. Essas evidéncias foram comprovadas por Souza (2004), através de ensaios
de sincronizacao do ciclo celular, apontando diferengas na capacidade de acumulo
de Al pelas células BY-2 em funcao da fase do ciclo celular em que se encontram.

Usando um inibidor do processo secretério que impede a completa formacéao
da placa de divisao celular (cafeina), Souza (2004) verificou que também foi alterada

a capacidade das células de tabaco BY-2 em acumular Al, concluindo que a



atividade de secregao junto a membrana plasmatica influencia a capacidade celular
de acumular Al.

Segundo Ezaki et al. (2000), mais de 20 genes induzidos pelo Al tém sido
isolados em espécies como tabaco, trigo, milho, arabidopsis, entre outras. A grande
maioria destes genes também esta relacionada a ocorréncia de diversos tipos de
estresses em plantas, incluindo o estresse oxidativo. Os autores consideram que os
mecanismos de toxicidade por Al e estresse oxidativo estdo fortemente ligados em
plantas.

Genes como SOD, CAT, GST e peroxidases indicam alta relacdo entre
toxicidade por Al e estresse oxidativo em plantas. (SUGIMOTO; SAKAMOTO, 1997;
RICHARDS et al., 1998; RODRIGUEZ et al., 2004; EZAKI et al., 2005)

Os ions Al tém uma forte afinidade por biomembranas, podendo alterar suas
caracteristicas e provocar a peroxidagédo dos lipidios da bicamada (YAMAMOTO et
al., 2002).

A avaliacdo dos danos causados pelo Al é complexa. O modo mais aceito é
quantificar a alteracdo no crescimento do material analisado causada pela exposi¢ao
ao Al (MOON et al.,, 1997; McDONALD-STEPHENS; TAYLOR, 1995; ZHANG;
TAYLOR, 1990). O detalhe mais importante deste método é o tempo de espera
entre a exposicdo ao Al e a ocorréncia das diferengas mensuraveis de volume,
massa e/ou comprimento. Um dos métodos mais eficientes € o acumulo de Al no
tecido (WISSEMEIER et al.,, 1987; KANEKO et al., 1999; MASSOT et al., 1999;

HORST et al., 1999).
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2.3 Estresse oxidativo

Uma das mais importantes funcdes das células das plantas é a sua habilidade
em responder as flutuagdes ambientais. Entender as conexdes entre as respostas
iniciais das plantas aos variados tipos de estresses que conferem a ela sucesso no
ajuste as condigbes de crescimento alteradas € uma das grandes metas da biologia
de plantas (GRENE, 2002).

Sabe-se que os radicais livres e outras EAO’s (como o peroxido de
hidrogénio) sédo produzidos de forma continua em qualquer sistema vivo.
Consequentemente, os organismos desenvolveram diversos sistemas antioxidantes
de defesa, visando a protecdo contra os possiveis danos causados pelas EAO’s
(HALLIWELL; CHIRICO, 1993). Quando ha uma producdo excessiva destes
radicais, acima da capacidade antioxidante celular, fica caracterizado o processo de
estresse oxidativo. Qualquer circunstancia em que o equilibrio redox celular é
alterado pode gerar o estresse oxidativo ou a geragado de EAO’s (ASADA, 1994). A
resposta das plantas ao estresse oxidativo ndo € bem conhecida como no caso das
bactérias, leveduras e dos seres humanos (SOARES NETTO, 2001).

As EAO’s podem ser geradas a partir de uma desestabilizagdo nas camadas
de elétrons do O,, formando o 'O, (oxigénio singlet) ou de uma adigdo seqiiencial de
elétrons ao O,, formando os radicais: O;"; H,O,; HO,' e OH'. Desempenham um
papel importante na ativagdo das endonucleases e consequentemente nos danos ao
DNA (HAGAR et al., 1996).

Os radicais hidroxilas sao formados rapidamente nas células e podem causar
danos a diversas classes de macromoléculas, especialmente aos acidos nucléicos.
Também podem alterar proteinas, tornando-as susceptiveis ao ataque proteolitico

(DAVIES, 1987).
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A peroxidacéo lipidica € uma das consequéncias mais relevantes da cadeia
de reacdo dos radicais livres. Os radicais mais reativos (como 0s superoxidos)
atacam as moléculas biolégicas pela abstracdo do hidrogénio e este mecanismo
desencadeia a peroxidagéo lipidica (HALLIWELL; CHIRICO, 1993)

A ocorréncia da peroxidagao lipidica em biomembranas causa danos na
estrutura e funcionamento da mesma, alterando sua fluidez, inativando receptores e
enzimas da membrana e aumentando a permeabilidade a ions como o Ca*
(HALLIWELL; CHIRICO, 1993).

A iniciagdo da peroxidagdo ocorre pelo ataque aos acidos graxos, ou a um
lado especifico da cadeia de qualquer substincia quimica que tenha reatividade
suficiente para abstrair um H* da cadeia do acido graxo. Os &cidos graxos
polinsaturados séo particularmente sensiveis a peroxidagao (HALLIWELL; CHIRICO,
1993).

Os radicais peréxidos podem combinar-se entre si ou podem atacar proteinas
da membrana plasmatica, sendo capazes também de abstrair H* de outras cadeias e
de outros acidos graxos, propagando a reagdao em cascata. A velocidade da
propagacao da reacgao é funcao de varios fatores, como a relagao lipidio/proteina na
membrana, a composi¢cdo de acidos graxos, a concentragdo de oxigénio e a
presenca de antioxidantes (HALLIWELL; CHIRICO, 1993).

O Al aumenta a peroxidacdo da membrana via producido de radicais livres
mediada pelo ferro. O Al causa um aumento na atividade de enzimas relacionadas
ao estresse oxidativo em apices radiculares de soja e de sorgo (GUTTERIDGE et al.
1985; DEVI et al. 2003). A peroxidacao dos lipidios seria resultado dos efeitos do Al

sobre a estrutura da membrana plasmatica, aumentando a susceptibilidade desta
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organela a peroxidacdo (CAKMAK; HORST, 1991; PEIXOTO et al., 1999;
DONCHEVA et al., 2005).

Sabe-se também que a toxicidade por Al pode aumentar a peroxidacao de
lipidios da membrana por outros fatores como a geragdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio ou pela diminuicdo da capacidade de desintoxicagdo destas
espécies. Como consequéncia, pode haver uma mudanga significativa na
permeabilidade da membrana, no transporte de ions e na atividade de algumas
enzimas (COOKE; BURDEN, 1990; RYYPPO et al., 1994).

A toxicidade por Al e a ocorréncia do estresse oxidativo afetam a atividade de
enzimas do sistema antioxidante da célula e os niveis de compostos antioxidantes
(ascorbato e glutationa), presumivelmente, na tentativa de amenizar o efeito téxico
do Al sobre a célula. O ascorbato € um dos principais antioxidantes na protecédo das
células aos danos causados pelos produtos do estresse oxidativo (principalmente
H,05), cuja acao é catalisada pela ascorbato-peroxidase. Existem evidéncias de que
o a-tocoferol pode ser convertido a tocoferol pela reducdo do acido ascoérbico na
superficie das membranas bioldgicas (KATO; ESAKA, 1999; POTTERS et al., 2002).

A catalase também tem funcido essencial na quebra da molécula de H,0;
reduzindo seu efeito toxico sobre a célula (HOREMANS et al., 2000; POTTERS et
al., 2002).

Além da peroxidagao lipidica, as EAQO’s causam oxidacdo de proteinas e a
geragcao de aldeidos reativos. As proteinas podem ser afetadas diretamente pela
oxidagdo da cadeia de aminoacidos, produzindo grupos carbonil na molécula da
proteina. As proteinas modificadas podem expor regides hidrofébicas, produzindo
agregados (REINHECKEL et al.,, 1998; PACIFICI; DAVIES, 1990; ROMERO-

PUERTAS et al., 2002).
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2.3.1 Enzimas do sistema antioxidante celular

Para aliviar os danos causados pelos radicais livres e EAQ’s, as plantas
apresentam uma série de mecanismos de defesa, os quais incluem a sintese de
compostos antioxidantes nao-enzimaticos, como o a-tocoferol e carotendides e
enzimaticos, como a catalase (CAT), a superéxido dismutase (SOD), a glutationa
redutase (GR), a ascorbato peroxidase (APX) dentre outras. O sistema enzimatico ,
sobretudo catalases e preoxidases, protege a célula contra o perdxido de hidrogénio,

através das reagdes (PRASAD, 1995; NOCTOR; FOYER, 1998):

Catalases: 2H,0, — 2H,0 + O,

Peroxidases: SH, + H,O, — S + 2H,0

A SOD esta presente em todos os organismos aerdbicos e caracteriza uma
classe de metaloenzimas catalisadoras da formagao de H,O, a partir de radicais
superoéxidos. Portanto, a SOD consome o radicais superoxidos, mas gera o peroxido
de hidrogénio (ALSCHER et al., 2002). Segundo Olmos et al. (2003), € a primeira
enzima que age no sistema antioxidante celular. S&do as uUnicas enzimas cujas
atividades determinam as concentracdes de O,” e H,0,, os dois substratos da
reagdo Haber-Weiss', que origina os radicais OH" e talvez por isso, as SOD’s
representem o mecanismo central de defesa do organismo (BOWLER et al., 1992;

1994; ALSCHER et al., 1998). Reacéao geral da SOD:

202._ +2H" — O, + HyO,

' O Ciclo Haber-Weiss consiste nas seguintes reagdes: HO" + H,0, *H,O + O," + H" e O,~
+ H" + Hy0, =0, + HO" + H,0 (KOPPENOL, 2001).
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Por ser uma metaloenzima, apresenta isoformas que variam conforme o metal
utilizado pela enzima. Assim, tem-se a Mn-SOD, Fe-SOD e Cu/Zn-SOD, localizadas
em diferentes compartimentos celulares. As isoformas catalisam a mesma reacao, a
reacao de dismutacao do radical superdoxido. A Mn-SOD normalmente localiza-se na
mitocondria, a Cu/Zn-SOD e a Fe-SOD estao associadas aos cloroplastos.

As catalases (CAT) tém a fungdo de quebrar o perdéxido de hidrogénio,
resultando em agua e oxigénio estavel, pela p-oxidagcdo dos acidos graxos dos
peroxissomos ou por outros processos (WILLEKENS et al., 1997; SOARES NETTO,
2001). Sua atividade depende do NADPH. E a Unica entre as enzimas degradantes
de H,O, que ndo consome equivalentes redutores da célula e que possui
mecanismo muito eficiente para a remog¢ao do perdxido de hidrogénio formado sob
condigdes de estresse (MALLICK; MOHN, 2000).Existem trés classes de isoenzimas
de CAT ja conhecidas: CAT1; CAT2 e CAT3 (SCANDALIOS, 1993).

A ascorbato peroxidade (APX) é outra enzima chave no controle da
concentragao de H,0O,, tendo como catalisador da reagédo o ascorbato (SMIRNOFF,
2000). A sequéncia desta enzima (hemeproteina) difere das outras peroxidases e
isoformas da ascorbato peroxidase estdo presentes nos cloroplastos, no citosol, na
mitocdndria e nos peroxissomos (SOARES NETTO, 2001). A enzima age utilizando
moléculas de H,O; e transformando em dehidroascorbato e agua.

A glutationa reduzida (GSH) é um dos principais antioxidantes né&o
enzimaticos presentes na célula vegetal, combatendo principalmente H,O, e O,",
por meio do ciclo Halliwell-Asada. Apdés a exposicdo GSH ao oxidante e a sua

consequente oxidagcdo (GSSG), a glutationa redutase (GR), localizada no citosol,
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recupera a glutationa oxidada, processo essencial para que o sistema antioxidante

celular mantenha-se integro (SOARES NETTO, 2001).

NADPH + H* NADP*

\AeR7T

GSSG » GSH

Figura 1: Reacédo geral envolvendo a glutationa redutase, recuperando a condi¢ao reduzida

da glutationa que foi exposta ao agente oxidante. Fonte: Pereira (2004).

A glutationa-S-transferate tem, entre varias outras, a mesma funcao da
glutationa peroxidase, ou seja, remover o peroxido de hidrogénio resultante do
processo de estresse oxidativo nas células. Em células eucaridticas, localiza-se no
citoplasma, no nucleo e na superficie celular.

A GST é uma familia variada de genes em plantas, dividida com base na
sequéncia de identidade em diferentes classes: phi, tau, theta, zeta e lambda. Sao
proteinas soluveis com massas moleculares aproximadas de 50KDa. As GSTs
catalisam e transferem a glutationa reduzida (GSH) ao substrato oxidante (DIXON et
al., 2002).

As fungdes de muitas GSTs sdo pouco compreendidas. Em plantas, os papéis
da GST sao ainda menos 6ébvios que em animais. A reacao tipica da GST envolve a
conjugacgao de substancias toxicas pela GSH, que é rapidamente transportado do
citosol ao vacuolo, pela agao de transportadores especificos. Estudos mais recentes
tém mostrado o envolvimento das GSTs em processos intracelulares de
estabilizagao de flavondides (DIXON et al., 2002).

Fungdes adicionais da GST tém sido sugeridas, tais como reducédo de

hidroperdxidos de acidos graxos e acidos nucléicos para a prevengdo da
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degradacgao destes compostos. Também tem sido evidenciada a atuacao da GST na
conferéncia de tolerancia ao estresse salino e térmico em linhagens transgénicas de
tabaco (ROXAS et al., 1997) e resisténcia a herbicidas em grama preta. Ao catalisar
a desintoxicagao por herbicidas, as GSTs também podem prevenir (CUMMIS et al.,
1999).

Em tomate, a GST pode suprimir a apoptose, aparentemente pela prevencao
de danos oxidativos (KAMPRANIS et al., 2000), atuando também na sinalizagéo
celular ao estresse (DIXON et al., 2000) e conferéncia a oxidacado e degradacao de

aminoacidos (LABROU et al., 2001).

2.4 Interacdes entre o Al e a membrana plasmatica (MP)

As membranas sao provavelmente a primeira barreira de defesa da célula
contra as mudangas adversas do ambiente. A percentagem das diferentes classes
de lipidios e proteinas varia com a organela, com a espécie de planta e com o
“status celular”.

Atuam como sensores ambientais desencadeando mudancgas internas que
levam a respostas metabdlicas que podem render a planta resisténcia a alteracdes
adversas do ambiente.

Sob condi¢gdes de estresse (bidtico ou abidtico) os lipidios da MP sao
modificados quali e quantitativamente, por alteracbes na composi¢cao, peroxidagao,
degradacgao e modificagdo do grau de insaturacdo, acarretando, muitas vezes, em
alteracao na permeabilidade da MP (DEVI; PRASAD, 1999; VIEIRA et al., 1991).

A manutengao da integridade da MP sob condigbes de estresse € o fator
crucial na determinagao da resisténcia das plantas a toxicidade causada por alguns

elementos. Essa toxicidade causa lesdes na MP, acarretando na perda das funcdes
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normais desta estrutura e da planta como um todo (DEVI; PRASAD, 1999; DEVI et
al, 2003).

Shimizu et al. (2006) detectaram o papel das EAO’s na membrana plasmatica
de células vegetais sensiveis a uma determinada toxina. Estas células apresentaram
invaginagdes na membrana e acumulo de polissacarideos, assim como a
fragmentacao da mesma. Nestes fragmentos, houve geragao de H,O, que, segundo
os autores, desencadeou o processo de peroxidagao lipidica.

Pelas suas caracteristicas de seletividade e permeabilidade, a membrana
plasmatica é apontada em varios estudos como uma barreira efetiva a entrada de Al
no citoplasma. Entretanto, tem-se encontrado que o Al aparentemente entra no
simplasto e se acumula nas células das raizes (MINOCHA et al., 2001).

O Al altera a permeabilidade da membrana plasmatica por causar alteracdes
na propriedade dos canais ibnicos de troca. Também tem sido demonstrado que o
Al pode alterar os tipos de lipidios presentes na MP e seu nivel de peroxidagao
(ZHANG et al., 1997; YAMAMOTO et al., 1997; RENGEL, 1996). Entretanto, ainda
nao esta claro se estas modificagcdes podem alterar a absor¢cao de Al pela MP
(MINOCHA et al., 2001). Ishikawa e Wagatsuma (1998) reportaram que o contato
temporario de espécies sensiveis com o Al altera a permeabilidade da MP de forma
irreversivel, através da perda da sua rigidez.

Um dos efeitos mais importantes do Al ao nivel celular ocorre sobre a
estrutura e o funcionamento da membrana plasmatica. Os mesmos autores
sugerem também que Al liga-se fortemente aos grupos fosfato dos fosfolipidios e
outros constituintes da membrana, substituindo o calcio e assim, interfere na sua
fluidez (HAUG; SHI, 1991; LINDBERG; GRIFFITHS, 1993; HORST et al., 1999;

PEIXOTO et al., 2001).
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Yamaguchi et al. (2005) evidenciaram a localizagdo de transportadores de
malato na membrana plasmatica de células tolerantes ao Al. Em trigo, o efluxo de
malato é altamente relacionado a resisténcia ao Al e estudos vem elucidando o
canal da membrana plasmatica permeavel ao malato é ativado na presencga de Al,
como ja constatado por Zhang et al. (2001).

Horst et al. (1999) sugerem que o Al causa uma desorganizagdo no
citoesqueleto mediada pela sua interacdo com o lado apoplastico da parede celular
— membrana plasmatica, acarretando a inibicdo do crescimento radicular.

Em relacdo as proteinas da membrana plasmatica, poucas tém sido
caracterizadas, mesmo para o sistema modelo de Arabdopsis thaliana, onde uma
média de 50 produtos de genes tem sido identificados numa populagéo estimada de
500 polipeptideos (MASSON; ROSSIGNOL, 1995). Em adigdo a este fato, estas
proteinas se encaixam em menos de 20 familias de genes de proteinas integrais, a
maioria isoformas de alguns poucos sistemas de transporte (LOGAN et al., 1997).

Quase nédo ha dados disponiveis sobre proteinas periféricas e, nao se
conhece quase nada a respeito de proteinas com multiplas localizacbes nas plantas
(BAIZABAL-AGUIRRE; DE LA VARA, 1994; ROBINSON, 1996), incluindo aquelas
reversivelmente associadas com a MP apés mudangas translacionais (PARK et al.,
1997; XING et al.,, 1997). Isso ja demonstra a dificuldade de se identificar novas
proteinas potenciais da MP, havendo uma necessidade clara de se desenvolver
métodos de identificacdo destas proteinas e de ligagao sistematica dos genes com
os seus produtos (SANTONI et al., 1998).

Nos ultimos anos tem crescido o interesse e os estudos a respeito da
importancia biolégica e farmacoldgica das proteinas da membrana, como “portas de

entrada” ou “sinais de entrada” da célula a outros compostos e isso tem
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incrementado o aprimoramento da técnica de separagao de proteinas, sobretudo
daquelas com menor solubilidade, pelo uso da eletroforese bidimensional (2-D).
Esse aprimoramento vem sendo realizado com o uso de diferentes surfactantes,
agentes redutores, fracionamento das amostras, métodos de solubilidade de
proteinas, etc. O avango dentro do método de 2-D é fato notdério, embora ainda haja
varios problemas a serem solucionados, que sao relativos principalmente ao
protocolo de corrida dos géis, o qual necessita ser adaptado a amostra a ser

estudada (WILKINS et al., 1997; MOLLQOY, 2000).

2.5 Nicotiana tabacum L. cv. BY-2

A suspenséao de células de tabaco cv. BY-2 é largamente usada como um
sistema modelo de estudos envolvendo eventos intracelulares em plantas. Exibem
caracteristicas Unicas como altas taxas de crescimento e alto padrao de
homogeneidade das células e, por isso, sdo consideradas como modelo para
estudos com cultura de células (NAGATA et al., 1992; SAMUELS et al., 1998).

O estudo conduzido com suspenséao celular tem ainda a vantagem de que as
células ndo necessitam ser isoladas da raiz, pois, sem duvida o processo de
isolamento de células seria uma barreira significativa para o éxito deste projeto, ja
que as células da raiz, desejaveis para este estudo, ndo apresentam caracteristicas
que facilitem seu isolamento das demais, como por exemplo, uma limitagao
consistente que separe uma célula da outra.

Geelen e Inzé (2001) destacam as vantagens das células BY-2 como um
modelo para estudos em biologia celular, comparando suas caracteristicas com o
modelo Arabdopsis. As principais propriedades sdo: o crescimento rapido, o

tamanho dos agregados de células, a facilidade de sincronizagao do ciclo celular e a



20

homogeneidade da cultura. Estas caracteristicas também foram destacadas por
Shibaoka et al. (1996).

No caso do nosso trabalho, além das facilidades de cultivo, pudemos
observar as diferengas na sensibilidade ao Al e ao pH dentro do mesmo gendtipo,
alterando somente as fases de crescimento da cultura.

O sistema BY-2 também é usado para estudos envolvendo o citoesqueleto, a
obtencao de protopalstos (SHIBAOKA et al., 1996; HASEZAWA; KUMAGAI, 2002;
HUSSEY et al., 2002), transporte e trafico de membranas (VITORELLO; HAUG,
1999; WEINGARTNER et al., 2003), diferentes aspectos da divisdo celular
(HASEZAWA; SYONO, 1983; HOSHINO et al., 2003; COLLINGS et al., 2003).

Além de estudos envolvendo biologia celular, a cultura de tabaco cv. BY-2
esta sendo usada para a construgcao de uma base de dados de proteinas, separadas
por eletroforese 2D e identificadas por métodos de espectrometria de massa.
Somente no trabalho de Laukens et al. (2004) estdo listadas 73 proteinas
identificadas por meio das bases da SWISS-PROT e NCBI (SANTONI et al., 1998;
1999).

Entretanto, algumas dificuldades também podem ser apontadas quando se
trabalha com um sistema de cultivo celular em suspensio. Por exemplo, a pequena
quantidade de material obtida, tanto em massa fresca como seca apds um
experimento onde se tem intensa manipulagdo celular. Para se obter grandes
quantidades de material, é preciso um grande numero de frascos de cultura, o que
muitas vezes € problematico por condi¢gdes de espago e manipulagdo. Cuidados
constantes devem ser tomados em relagdo a contaminacdo na cultura em
suspensdo. Também as condicdbes de crescimento da cultura devem ser

constantemente controladas, assim como a constancia do inoculo nas repicagens.
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Figura 2: Exemplo de frascos de cultura de células de tabaco cv. BY-2 nas fases (A) log,

com 2 dias de idade e (B) estacionaria de crescimento, com 7 dias de idade.
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3 METODOLOGIA

3.1 Cultivo de suspensdes celulares de tabaco cv. BY-2

As condi¢cdes de cultivo das células foram estabelecidas conforme descrito
por Nagata et al. (1992) e Vitorello e Haug (1996).

Células de tabaco (Nicotiana tabacum L.) cv. BY-2 foram cultivadas em meio
de cultura liquido, contendo os sais basais do MS (MURASHIGUE; SKOOG, 1962),
suplementado com tiamina-HCI (3uM), mio-inositol (0,56mM), KH,PO4 (2,72mM),
sacarose 3% e 2,4-D (0,1uM) como fonte de auxina. O pH foi ajustado para 5,7-5,8
(KOH 1M) antes da autoclavagem. Foram distribuidos 50mL de meio em
erlenmeyers com capacidade para 250mL.

Foram realizados subcultivos das células a cada 7 dias, com inoculo fixo de
2mL (4%) de células na fase estacionaria de crescimento.

As suspensdes celulares foram cultivadas em incubadora, com agitagcéo

orbital de 160rpm, com temperatura de 27°C e sob condi¢cdes de escuro.

3.2 Monitoramento do crescimento da cultura

O crescimento da cultura foi monitorado pelo volume de células compactadas
apo6s centrifugacdo a 200g por 2min, obtendo-se o indice de células compactadas
(ICC%).

As analises envolvendo o monitoramento da cultura foram realizadas como
procedimento de rotina para auxiliar na identificacdo de qualquer problema no

crescimento das células.
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3.3 Viabilidade celular (VC%)

Amostras de células de 500uL foram coletadas e adicionadas, na relagao 1:1
(v/v), a uma solugcéo de Trypan Blue 0,4% (w/v) em H,O. Apds um tempo de reagéo
de 5 min, as células foram lavadas para a retirada do excesso do corante, foram
coletadas e mantidas em agua. A contagem celular foi realizada em microscopio
optico (YAMAMOTO et al., 1996; KOYAMA et al., 1995; YOKOTA; OJIMA, 1995).

Para esta analise foram considerados os totais de células no campo de visédo
da lamina, o total de células ndo coradas e o total de células onde houve penetragao

do corante.

3.4 Determinacdo das condi¢cOes de exposicao celular aos tratamentos
Antes de submeter as células aos tratamentos, foram realizados experimentos
com o objetivo de se estabelecer um numero de lavagens (anteriores a exposi¢cao
propriamente dita aos diferentes tratamentos) que nao prejudicasse a viabilidade
celular, nem a reprodutibilidade dos resultados. Assim, foram testados:
1 O numero de lavagens: 2 e 3 lavagens com a solu¢gdo composta por 10mM
MES, 10mM KCI e 2mM CaCl,, pH 4,2;
2 O tempo de exposicao: 1 e 2 horas;
3 As concentracdes de Ca®* e K* nas solucdes de lavagem: 0; 5; 10 e 15mM,
em todas as combinacdes possiveis e
4 As diferentes concentracbes de sacarose e de manitol nas solugcbes de
lavagens: 0; 20; 40; 60; 80; 100; 120; 140 e 150mM.
Os resultados obtidos quando utilizamos solucbes contendo sacarose e
manitol foram interessantes sob o ponto de vista de acumulo de Al e viabilidade

celular. Assim incluimos alguns tratamentos com estes compostos.
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3.5 Exposicao celular aos tratamentos

Apos o estabelecimento das condigdes mais interessantes para a realizagao
dos experimentos, a solugao composta por: 10mM MES, 10mM KCI e 2mM CaCl;, foi
definida como solucéo padrao de tratamento.

As células nas fases de crescimento log e estacionaria foram retiradas da
cultura, lavadas para retirada do meio de cultura em solugao padréao a pH 4,2 e

expostas por 2h aos diferentes tratamentos (Tabela 1):

Tabela 1: Tratamentos utilizados durantes os experimentos.

Tratamento Descricao

pH 5,6 Lavagens e tratamento das células em solugéo padréo, pH 5,6

pH 4,2 Lavagens e tratamento das células em solugéo padrao, pH 4,2
50uM Al Lavagens em solugdo padrao pH 4,2 e exposicdo a 50uM AICI;

adicionados a solugao padrao

80/40mM sac Lavagens em sol. padrdo acrescida de 80mM de sacarose, pH 4,2
e exposicao a 50uM AICI; em solucédo padrao acrescida de 40mM

sacarose.

80/0mM sac Lavagens em solugao padrao acrescida de 80mM de sacarose, pH

4,2 e exposicao a 50 uM AICl; em solugao padrao.

80/40mM man Lavagens em sol. padrdo acrescida de 80mM de manitol, pH 4,2 e
exposicao a 50uM AICI; em solugado padrao acrescida de 40mM

manitol.

80/0mM man Lavagens em solucdo padréo acrescida de 80mM de manitol, pH

4,2 e exposicado a 50uM AICIl; em solugao padrao.

A absorcao de Al pelas células foi paralisada pela adicao de citrato 5mM as
amostras, depois foram lavadas em solugdo de EDTA 5mM (pH 5,6) (VITORELLO;
HAUG, 1997 e YAMAMOTO et al., 2001). Todos os outros tratamentos que nao

receberam Al também passaram por este procedimento.



25

3.6 Cultivo das células e viabilidade celular apés a exposicdo aos tratamentos

ApoOs lavagens para retirada do Al, as células foram transferidas para meio de
cultura basico, de onde foram retiradas amostras para avaliacdo diaria do
crescimento celular (volume de células compactadas apds centrifugagdo). A
viabilidade das células foi avaliada através do uso do corante trypan blue 0,4%, com
contagem de células permeabilizadas em microscépio 6ptico. (YAMAMOTO et al.,
1996; KOYAMA et al., 1995; YOKOTA; OJIMA, 1995).

Para evitar problemas com contaminacéao, todos os passos deste experimento
foram realizados em capela de fluxo laminar e todos os materiais e solucdes

necessarios foram autoclavados.

3.7 Experimentos com diferentes concentracfes de sacarose e manitol

Os resultados preliminares durante a fase de testes e estabelecimento das
metodologias de lavagem e exposigao ao Al mostraram resultados interessantes que
nos propiciariam boas condi¢gdes de estudo. Os resultados encontrados poderiam
ser consequéncia da influéncia da sacarose sobre o metabolismo energético da
célula (apesar de ser pouco provavel, pois o tempo de exposicdo das células a
sacarose é de 2h) ou de outros fatores, envolvendo a membrana plasmatica e a
propria osmolaridade da solugcdo usada. A literatura aponta que a sacarose tem
algum efeito na protecao celular aos danos provocados por tratamentos com Al,
assim como cations como o Ca?* também apresentam, porém n3o se sabe a razdo
pela qual isso ocorre.

Para descartar a influéncia do carater energético fizemos experimentos

semelhantes ao realizado com sacarose, concomitantemente, com concentracées
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idénticas de manitol, que n&do é absorvido pelas células de tabaco e também a
quantificacdo dos niveis de carboidratos soluveis totais.

Testamos o comportamento celular sob um leque de concentracdes de 0 a
150 mM de sacarose ou manitol, realizando as lavagens que precedem a exposi¢cao

aos tratamentos e usando também durante a exposigcao aos tratamentos.

3.8 Conteudo de carboidratos sollveis totais

Foi seguida a metodologia de Yemm e Willis (1954). Aproximadamente 6g de
massa vegetal fresca foram extraidas em cadinho de porcelana na presencga de N>
liquido. Apds a maceragcdo foram adicionados 10mL de etanol 80% em agua, o
extrato foi homogeneizado e centrifugado por 10 min a 1500g para a eliminagéo de
impurezas. As amostras entdo foram secas em estufa a 40°C por 48h para a
evaporacgao do etanol e ressuspendidas em 20mL de agua milli-q autoclavada.

Antes das leituras das amostras, foi obtida uma curva de calibracdo com
diferentes concentragdes de glicose (ug/mL): 0; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35; 40; 45 e 50.
De cada padrao, pipetou-se 1mL que foi adicionado a 5mL do reagente de antrona e
as solugdes foram agitadas e aquecidas em banho-Maria por 10min a 100°C.

Apo6s o resfriamento das amostras, em temperatura ambiente, as leituras
foram realizadas a 625nm. Pelas leituras da curva analitica de calibracdo pode-se
tracar a equacgao da reagao e estimar a concentragao de carboidratos soluveis totais

nas amostras, sendo os resultados expressos em g glicose/g células.
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3.9 Quantificagéo do Al acumulado nas células
3.9.1 Acumulo de Al por fluorimetria

Apos a exposicdo ao Al, as células foram incubadas na solugcdo padrao
acrescida de 100uM morin, a pH5,6 por 20min. O excesso do corante foi retirado
com 3 lavagens de 10min cada em solugéo padrao pH5,6. Ao final das lavagens as
células foram ressupendidas na mesma solugdo das lavagens e foram realizadas
diluicdes apropriadas para a leitura no fluorimetro (VITORELLO; HAUG, 1996).

O complexo Al-morin, apresenta comprimento de onda de excitacdo de
440nm e de emissao de 510nm (VITORELLO; HAUG, 1997). O fluorimetro usado foi
um modelo Turner 10AU (Turner Designs, Sunnyvale, California).

A quantificacdo do Al acumulado nas células por fluorimetria é relativa. O
acumulo de Al em células com 2 de idade (fase log de crescimento), € considerado
maximo e por isso foi considerado como 100% para efeitos comparativos com outros

tratamentos.

3.9.2 Quantificacdo de Al por espectrometria de massa acoplada com fonte de
plasma (ICP-MS)

A quantificacdo do Al acumulado pelas células foi realizada por
espectrometria de massa com fonte de plasma (Agilent, ICP-MS 7500 ce).

A tecnologia do ICP-MS foi desenvolvida de acordo com 0s mesmos
principios da espectrometria de emissdo atbmica. As amostras sao decompostas a
elementos neutros sob alta temperatura, na presenca de plasma de argbnio e
analisadas com base em suas relagdes massa/carga.

O esquema geral de funcionamento do equipamento segue na figura 3:
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Figura 3: Esquema geral dos processos envolvidos no funcionamento do ICP-MS. Fonte:
Ruiz, 2003.

De forma geral, primeiramente a amostra € injetada e ha a geragcdo de um
aerosol. A seguir, a amostra é ionizana na presenga de argbnio, seguindo para a
discriminagdo da massa da amostra e finalizando com os dados obtidos pelo
detector.

As amostras foram pesadas e acondicionadas em tubos de teflon PFA com
tampas de rosca semi-abertos e a elas foi adicionada um volume de 3 mL de HNO3
8M redestilado. Foram incluidos no processo de digestdo 3 brancos de digestao
(somente 3mL de 8M HNO3). A temperatura de digestao foi mantida em 130°C, para
evitar a evaporagao rapida da sua fracdo liquida. O processo de digestdo durou,
aproximadamente, 72h.

Completado este processo, as amostras foram diluidas em 5 mL de HNO;
25mM, também destilado e todas as leituras foram realizadas em ICP-MS em

duplicata.
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O uso de frascos de teflon diminui os riscos de contaminagdo das amostras
com residuos de Al que possam estar em recipientes de vidro. Frascos semi
fechados evitam perdas de HNO3, podendo-se trabalhar com menores volumes e
diminuindo o risco de contaminacgdes.

Foi elaborada uma curva padrdo, com concentragdes conhecidas de Al (Al
Standard, MERCK), tendo os seguintes pontos: 0; 20; 50; 80; 100; 200; 300; 400 e

500ppb Al em HNO3; 25mM redestilado.

3.10 Técnicas de microscopia utilizadas para visualizacédo do Al nas células
3.10.1 Microscopia confocal de varredura a laser

Para a visualizacdo das células por esta técnica, foram usados dois corantes:
morin (50uM) e lumogalion (10uM). Depois de expostas aos tratamentos, parte das
células foi incubada em solugdo de morin e parte em lumogalion preparado em
tampao acetato (pH5,2).

O tempo de incubagdo com o lumogalion foi de 1h, sob leve agitagdo, em
banho-Maria a 40°C. Apds a coloragao, novamente as células foram lavadas para a
retirada do excesso do corante.

A visualizacao foi feita em microscopio confocal de varredura a laser (Axiovert
100, Carl Zeiss). Para o morin, o filtro de excitagcao foi de 488nm e de emissao a
505-550nm. Para o lumogalion, a excitagao foi feita em 488nm e a emissao a
570/20nm. Foram feitos cortes sequenciais (2um) para permitir a reconstru¢cao da

imagem da célula.
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3.11 Uso do BHA (Butylated Hydroxyanisole)

O BHA é um analogo sintético da vitamina E, operando na reducgédo das
espécies ativas de oxigénio (EAQO’s) e interrompendo a propagagédo dos processos
de oxidacao.

Trata-se de um antioxidante lipofilico, que tem sido usado na prevencao da
formacdo de EAQO’s pelo impedimento do fluxo de elétrons pela antimicina A na
mitocdndria de células de tabaco cultivadas em suspensao (MAXWELL et al., 1999).

O BHA foi adicionado ao ensaio de exposi¢ao celular aos tratamentos ja
descritos na tabela 1. Foram usadas duas concentracdes de BHA: 20 e 100uM, em
experimentos distintos.

A solugdo padrdo de lavagem que precede o periodo de exposicdo aos
tratamentos recebeu a suplementacao de 20 uM de BHA e a mesma concentragao
foi usada durante o periodo de exposicdo aos diferentes tratamentos. Em outro
experimento, 0 mesmo procedimento foi adotato, porém a concentracao de BHA foi
de 100uM.

Ao final do periodo de exposi¢cao aos tratamentos, foram coletadas amostras
de células para a contagem da viabilidade celular.

Também foram retiradas amostras de células para a analise da peroxidagao
lipidica.

Foram realizadas as lavagens sequentes segundo o procedimento de
exposicao aos tratamentos e as células foram colocadas em meio de cultura novo
para a avalicacdo do crescimento celular apds a exposicao, com analises diarias de

crescimento celular (ICC%) e viabilidade celular (VC%) por um periodo de 96h.
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3.12 AvaliagOes do processo de estresse oxidativo
3.12.1 Peroxidacdo lipidica

A quantificacao foi realizada pelo teste do TBA (acido 2-tiobarbiturico), no qual
o teor de substancias reativas ao acido (TBARS) é quantificado como produtos finais
do processo de peroxidagao de lipidios (MIHARA et al., 1980 e YAMAMOTO et al.,
2001).

Amostras de células de 300 mg (massa vegetal fresca) foram maceradas em
cadinho de porcelana contendo 5mL de TCA 0,1%, contendo aproximadamente 20%
de PVPP. Ap6s homogeneizagao, 1,4mL foram transferidos para eppendorf e
centrifugados a 10.000g por 5min.

A um volume de 500uL do sobrenadante, foram adicionados 2mL de uma
solugédo contendo TCA 20% e TBA 0,5%. Esta mistura foi mantida por 30min em
bloco aquecedor a 95°C e imediatamente resfriada em banho de gelo. Para clarificar
a amostra e separar os residuos formados durante o aquecimento, uma nova
centrifugacéo foi feita a 10.000g por 10min.

As leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro a 535nm e 600nm. As
determinacdes das concentragcdes de MDA foram realizadas através do coeficiente
de extingao da reacdo (HODGES, 1999):

C = ABS(535-600)/E*b
Onde:
E = coeficiente de extingcdo com valor de 155mM
b = comprimento optico
Os resultados foram expressos em mmol MDA/g massa fresca ou em mmol

MDA/mg massa fresca.
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3.12.2 Quantificacao de H,0,

A quantificagdo dos niveis de H,O, nas células seguiu a metodologia descrita
por Gay et al. (1999) e Hermes-Lima et al. (1995), com algumas modificagdes.

O método baseia-se na oxidagdo do Fe?* pelo H,O, a Fe** em pH acido,
resultando na formacdo de compostos entre Fe** e o xylenol orange (XO)
(HERMES-LIMA et al.,1995).

Apos a exposicao das células aos diferentes tratamentos, foi realizada a
extragcdo de 300mg de material fresco em metanol a 0°C, na relagéo 1:5 (w/v) de mg
de amostra para pL de metanol. Apés a maceracdo em almofariz, as amostras foram
centrifugadas por 10.000g por 5min.

Foi retrada uma aliquota de 100uL do sobrenadante, a qual foram
adicionados 500uL de Fe(NH4)2(SO4), 1TmM e 200uL de HSO4 250mM. A mistura
permaneceu em reacao por 5min sob condicdes de escuro.

A seguir, adicionou-se 100uL de xylenol orange 1mM e a mistura foi
novamente levada a condi¢cao de escuro por 20min.

O H»0; presente nas amostras doa elétrons para o Fe e esse por sua vez liga-
se ao xilenol formando um composto roxo. Os complexos (Fe-XO) foram formados
durante um tempo de incubacgao de 30 min a temperatura ambiente.

As leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro a 560 nm. Foi realizada
uma curva padrdao com concentragdes conhecidas de H»0,: 0; 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5 e

15}JM Hzoz.

3.12.3 Atividades de enzimas antioxidantes
As quantificagdes foram realizadas por espectrofotometria ou por atividade

em gel de poliacrilamida (9%), conforme Nakano e Asada (1981); Cakmak e Horst
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(1991), Kraus et al. (1995), Azevedo et al. (1998) e Vitoria et al. (2001). As extracdes
para as analises enzimaticas foram realizadas de acordo com Azevedo et al. (1998)

e a quantificagdo de proteinas foi realizada conforme Bradford (1976).

3.12.3.1 Superoxido dismutase - SOD (EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi observada através de gel de poliacrilamida 9% néao
denaturante (PAGE). As condi¢des de corrida foram 15mA por gel. Foi utilizado 5ul
do padrdo SOD bovina (SIGMA) previamente preparado em cada gel. Para a
coloracao dos géis, inicialmente foram preparadas 2 solugdes estoque:

=  Solugdo A: 0,05M riboflavina em 100mL H,O deionizada, em frasco escuro.
= Solucédo B: NBT 0,1mM; EDTA 1mM; TEMED 3%; 70mL tampéao fosfato de
potassio 100mM pH 7,8.

A coloracgao foi realizada em ambiente escuro, icubando-se os géis por 30 min
numa solugéo contendo 15mL da solugéo A e 35mL da solugdo B para cada gel.

O gel foi exposto diretamente a luz para a foto oxidacdo das bandas e a
revelagao foi paralisada com acido acético 7%. Antes e depois da incubagéao o gel foi
lavado com agua Milli-Q por 3 vezes (5min cada).

A determinacao das isoenzimas de SOD foi realizada da seguinte forma: foi
realizada uma corrida eletroforética em PAGE 9% e ao final da corrida, dividiu-se o
gel em 3 partes iguais. A parte que continha o padrao foi revelada conforme o
procedimento padréo para SOD.

= Parte 1: o gel foi revelado conforme o procedimento padrdo descrito para

atividade de SOD;



» Parte 2: foi incubada por 20min, sob agitacdo leve, em 50mL de solugao
contendo 100mM tampao fosfato de potassio 100mM pH 7,8; 2mM KCN e
1,27mM EDTA.

» Parte 3: foi incubada por 20min, sob agitacdo leve, em 50mL de solugéo
contendo 100mM tampao fostato de potassio pH 7,8; 5mM H,O, e 1,27mM
EDTA.

Apods este periodo de incubagao, as duas partes do gel (partes 2 e 3) foram
lavadas em H,0 deionizada e reveladas para a atividade de SOD, conforme o
procedimento descrito acima.

O pré-tratamento das partes do gel em KCN e H,O, antes da revelagao
permitiu a classificagcdo das isoenzimas de SOD em: Cu/Zn-SOD (resistente a
ambos os inibidores), Fe-SOD (resistente ao KCN e inibida por H,0;) ou Mn-SOD

(inibida por ambos os inibidores).

3.12.3.2 Catalase - CAT (EC 1.11.1.6)

A uma mistura de reacdo contendo 1mL de tampao fosfato de potassio 100
mM pH 7,5 e 2,5uL H;O, 30%, foram adicionados 15uL de extrato protéico e a
atividade foi determinada pela decomposicdo do H;O, por 1min, em

espectrofotometro (240nm), a 25°C.

3.12.3.3 Glutationa Redutase - GR (EC 1.6.4.2)
Sua atividade foi determinada via espectrofotdmetro (412nm) a 30°C. A uma
solugédo de reacgédo (3mL de tampéo fosfato de potassio 100mM pH7,5; 1,5mL 5,5'-

dithio-bis(2-nitrobenzoic acid, NBT); 1mM de glutationa oxidada e 0,1mM NADPH)
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foram adicionados 50 uL de extrato. A atividade da GR foi estimada pela reducao da

glutationa oxidada.

3.12.3.4 Glutationa-S-Transferase - GST (EC 2.5.1.18)

A mistura de reagéo consistiu em: 900 pL de tampao fosfato de potassio 0,1M
pH 6,5; 25uL. CDNB 0,04M; 50uL GSH. Essa mistura foi incubada por 3 min a 30°C e
a seguir foram adicionados 25uL de amostra. A atividade foi determinada por

espectrofotometria (340nm) por 10 min.

3.12.3.5 Ascorbato peroxidase - APX (EC 1.11.1.11)

A quantificacdo da atividade da APX foi realizada por método
espectrofotométrico, com leituras a 290nm. A mistura de reagédo consistiu de uma
solucao contendo 650uL tampéao fosfato de potassio 80mM pH 7,0; 100uL ascorbato
5mM; 100uL EDTA 1mM; 100uL H20, 1mM e 50uL de extrato. O branco consistiu da
mesma mistura excluindo-se o extrato. As leituras foram realizadas apos um periodo
de 1 min de reagdo em cubetas de quartzo.

A mistura de reacdo contendo o tampao fosfato, o ascorbato e o EDTA
permaneceu em banho-Maria a 30°C durante a realizagcdo das analises. O H,0, foi

adicionado somente na hora da leitura em espectrofotometro.

3.13 Analises sobre a membrana plasmatica
3.13.1 Isolamento de fragfes enriquecidas da membrana plasmatica

ApOs a exposicédo aos diferentes tratamentos, as amostras foram maceradas
em cadinho de porcelana na presenca de N, liquido e do tampao de extragao

(sacarose 250mM; EDTA 5mM; glicerol 10%; TRIS 100mM; KCI 100mM; DTT 5mM;
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PMSF 1mM) adicionado na mesma propor¢ao da amostra (1:1, w/v). O DTT e o
PMSF foram adicionados ao tampao na hora do uso, tanto para a extracdo como
para a ressuspensao.

O extrato foi centrifugado a 1500g por 10min a 4°C para a eliminagao de
impurezas e da parede celular. O sobrenadante foi transferido para tubos de
ultracentrifuga (modelo L7-75, Beckman, Alemanha) e centrifugados por 100.000g
por 30 min a 4°C. O pellet foi ressuspendido em 1mL de tamp&o de ressuspensao
(glicerol 10%; TRIS-HCI 100mM pH 7,6; EDTA 5mM; PMSF 1mM; DTT 5mM).

A mistura obtida foi aplicada a um gradiente de sacarose (TRIS-HCI 100mM
pH 7,6; EDTASmM; PMSF 1mM; DTT 5mM; sacarose 45 e 25%) previamente
preparado e novamente ultracentrifugada a 100.000g, por 1h30min a 4°C.

Apos esta centrifugagao obtivemos a separagao das fragées enriquecidas de
proteinas de membrana plasmatica que foram coletadas da interface do gradiente

(Figura 4).

> amostra .
» Membrana Vacuolo

l» sacarose 25%

-+ Membrana Plasmatica

[, sacarose 45%

Figura 4: (A) Gradiente de sacarose formado. A amostra fica por sobre a camada de solugéo
de sacarose 25%. As solugcbes separam-se por densidade; (B) apds a ultracentrifugagéo,

pode-se coletar a porgao enriquecida de membrana plasmatica da interface inferior do tubo.
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As proteinas foram precipitadas na presenga de acetona e etanol, na relagao
3:1:1 (v/vlv) de acetona, etanol e amostra. Esta mistura foi mantida em freezer por
24h. e depois centrifugada por 25 min a 4°C. O pellet contendo as proteinas
precipitadas foi ressuspendido em 25uL de TRIS-HCI 50mM pH7,5 (LEHNER et al.,

2003). A quantificagdo das proteinas foi realizada por Bradford (1976).

3.13.2 Perfil protéico por eletroforese bi-dimensional (2D)

A técnica de eletroforese em duas dimensdes (2D), tem alto potencial para o
estudo de proteinas. Trata-se de um método de separacédo de proteinas com alto
poder de resolugao, onde diversas proteinas podem ser reveladas em um unico gel,
permitindo também a deteccdo de proteinas em baixas concentracdes
(MASSONNEAU et al., 1997; MOLLOY, 2000).

A separacgao de proteinas ocorre na primeira dimensao, através do seu ponto
isoelétrico (gel com gradiente de pH imobilizado: IPG) e na segunda pelo peso
molecular das proteinas, conforme metodologias de Santoni et al. (1998; 1999) e

Molloy (2000).

3.13.2.1 Focalizacao Isoelétrica

Nesta primeira etapa, as proteinas foram separadas conforme seu ponto
isoelétrico, pelo uso de tiras de gradientes de pH imobilizados (IPG) na faixa de pH 3
a 10 e com 18 cm de comprimento.

As amostras, contendo 75ug de proteinas, foram preparadas na presenca de
uréia 7M, tiouréia 2M, ASB-14 5%, DTT 70mM, IPG-buffer 0,8%, bromofenol blue
0,5% e agua milli-q autoclavada, atingindo-se um volume final de 400uL. A mistura

foi centrifugada a 8000g por S5min para a retirada da espuma e aplicada ao
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sarcofago. A tira foi colocada sobre a solugdo, evitando-se a formacao de bolhas

(Figura 5).

Figura 5: Etapas para a colocagdo da amostra e da fita no sarcéfago. (A) coloca-se a
amostra no centro do sarcéfago com o auxilio de uma micropipeta; (B) apds a retirada da fita
protetora do gel, coloca-se a fita sobre a amostra, deslizando-a suavemente para evitar a
formagao de bolhas, com o gel voltado para cima e observando a polaridade do gel e do
sarcofago, geralmente com o auxilio de uma pinga; (C) apods o término da colocacéao da fita

e do 6leo mineral, tampa-se o sarcéfago. Fonte: Amersham Biosciences, 2006.

O sarcofago contendo a fita foi colocado no Ettan™ [PGphor™ [l IEF System
(Amersham Biosciences) para a aplicagédo de corrente elétrica que proporciona a
migrag&do das proteinas até o seu ponto isoelétrico. Foi aplicada uma programagao

fixa para todas as amostras, com voltagem final de 60.000V/h (Figura 6).
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Figura 6: Sarcofagos fechados e colocados no Ettan™ IPGphor™ |l IEF System para o
processo de focalizagao isoelétrica, observando-se a posi¢ao do sarcéfago correspondendo
a posicao dos eletrodos positivo e negativo, para a passagem da corrente elétrica. A
programacgao do equipamento é realizada no painel de controle, através do binédmio tempo e

voltagem. Fonte: Amersham Biosciences, 2006.

3.13.2.2 Reidratacdo e preparo das tiras para a 22. dimensdao (“equilibrio das
tiras”)

Antes da aplicacdo no gel, as fitas passaram pelo processo de rehidratacao.
Foi preparado um tampao contendo 50mM TRIS-HCI pH 8,4; 30% de glicerol 50%;
6M uréia e 2% SDS. Apos a dissolugéo dos sais, o tampéo foi centrifugado por 10
min a 2000g para a retirada da espuma proveniente do SDS. O volume final do
tampao foi de 6mL para cada fita.

Separadamente, foram pesados 2% DTT e 2,5% iodoacetamida (IAA). O
tampao foi distribuido igualmente entre o DTT e a IAA (3mL/frasco). Foi realizada
uma nova centrifugacdo, por 5min a 2000g e a seguir a fita foi incubada

primeiramente na solugdo de DTT, por 12min, sob agitacdo leve. Apds esta
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incubacao, a fita foi colocada na solugao de IAA por 10min também sob agitagao
leve. Para os processos de incubacgao, as fitas foram acondicionadas nas canaletas
do Immobiline Drystrip Reswwlling Tray (RT, Amersham Biosciences - Ge

Healthcare), conforme ilustra a Figura 7:

canaletas para a
colocacéo das fitas

~/ nivelamento

Figura 7: Immobiline Drystrip Reswelling Tray (RT). Apds a focalizacdo isoelétrica, as fitas
sdo transferidas para as canaletas do RT para o processo denominado “equilibrio”, que é o
preparo da mesma para a segunda dimensdo da eletroforese. Fonte: Amersham

Biosciences, 2006

3.13.2.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O gel para a separagdao segundo a massa molecular das proteinas foi
confeccionado em gradiente de 8 a 18%. Apds o processo de polimerizagdo do gel,
foi aplicada uma solugdo de agarose 0,5% quente e colocada a fita para que
deslizasse até a superficie de contato com o gel. Foi deixado uma canaleta para a
aplicacado de 8uL do padrao (Lead Marker, GE Healthcare), previamente preparado

(Figura 8).



41

Gel

hlt

Figura 8: Colocacdo da fita no gel (SDS-PAGE). Sobre o gel é colocada uma solugdo de

agarose 0,5% quente para que a fita deslize com mais facilidade e fique em contato com a
superficie do gel. Também ¢é colocado um espagador para a colocagdo do padrao de

massas moleculares conhecidas.

ApoOs a colocagao da fita e a polimerizagdo da agarose 0,5%, foi retirado o
espacador e colocado o padrao de proteinas. O gel foi inserido no eletrodo para que
fosse realizada a corrida eletroforética de separagdo das proteinas segundo a sua
massa molecular.

O tampao de corrida do gel consistiu numa solugao contendo TRIS-HCI;
glicina e SDS 3% em agua milli-q e foi aplicado a cuba de corrida gelado. O
detergente SDS foi adicionado no tampao de corrida para carregar todas a proteinas
negativamente e estas foram separadas conforme o seu peso molecular (SANTONI
et al., 1998).

As condi¢des para a corrida do gel foram 80V, amperagem livre e temperatura
de 41+1°C (a corrida foi realizada em camara fria). A coloracdo dos géis seguiu o

método do nitrato de prata (ALFENAS et al., 1991).
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3.13.2.4 Analise das imagens
Os géis, apds o processo de coloragao, foram digitalizados em scanner Fluor-
S™ Multimager (BIO-RAD) e analisados com o auxilio do software Melanie/Image

Master (Amersham Biosciences - GE Healthcare).

3.14 Anaélise dos dados
Os experimentos foram conduzidos em blocos inteiramente ao acaso, com 3
repeticoes cada. Para cada tratamento, foi determinada um ou mais controles,

conduzidos de maneira semelhante aos demais tratamentos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Comportamento geral da cultura de células de tabaco cv. BY-2

A Figura 9(A) mostra um exemplo da curva de crescimento da cultura, medida
pelo indice de células compactadas (ICC%) e a viabilidade celular da cultura (VC%)
durante os 7 dias de subcultivo em condi¢gdes normais. O crescimento observado foi
tipico para esta linhagem celular e semelhante ao encontrado por Souza (2004) e
Vitorello e Haug (1996; 1999). O crescimento da cultura e a determinacé&o do ICC%
estdo ilustrados na imagem da Figura 9(B).

A cultura manteve alta viabilidade durante todo o ciclo, apresentando taxas de
entre 96 e 98%, obtidas por contagem em microscopio dptico com auxilio de corante
(trypan blue 0,4%) (Figura 9A). Este comportamento também é tipico e esta de
acordo com dados encontrados por Vitorello e Haug (1996); Seals e Randall (1997)
e Kuthanova et al. (2004).

Notam-se principalmente duas fases distintas de crescimento: a logaritmica
(do segundo ao quarto ou quinto dia) e a estacionaria (a partir do quinto ou sexto
dia). A taxa relativa de crescimento da cultura € maior quando as células se
encontram na fase log de crescimento, com valor maximo em torno de 2 dias,
diminuindo conforme a cultura atinge a fase estacionaria (VITORELLO; HAUG,
1996; SOUZA, 2004). Isso explica-se, em parte, porque durante a fase log de
crescimento, o processo predominante é de intensa divisdo celular, enquanto que na
fase estacionaria, as células param de se dividir e atingem sua expansdo maxima.

Também ha alteragdes em relagdo ao tamanho das células durante o ciclo da
cultura. EI-Shami et al. (2002) constataram que as células sdo menores durante a

fase log (do segundo ao quarto dia de idade, é a fase de intensa diviséo celular e de



indice mitético alto), mas aumentam de tamanho conforme a célula chega a fase
estacionaria (quinto a sétimo dias, € a fase de baixo indice de divisdo celular).
Durante o inicio do subcultivo, as células mantém o tamanho maior e alongado da
fase estacionaria até que ocorra a primeira divisdo celular (cerca de 16 a 22 horas,
quando passam da fase lag para a log). Os autores também constataram que a
massa fresca acompanhou o crescimento da cultura medida pelo indice de células
compactadas. Nossos resultados também foram semelhantes, pois a massa fresca
aumentou conforme a idade das células e com o indice de compactagao celular
(ICC%) (dados ndo mostrados).

O conhecimento e monitoramento destas caracteristicas da cultura é
importante, pois existem diferengas marcantes na sensibilidade das células ao Al
entre as diferentes fases de crescimento (log e estacionaria). A sensibilidade
diferencial ao Al ja foi descrita em diversos trabalhos da literatura, tanto em culturas
de células quanto em células da raiz (YAMAMOTO et al., 1994; 2001; VITORELLO;
HAUG, 1996; SIVAGURU; HORST, 1998; BLANCAFLOR et al., 1998; SOUZA,
2004). Embora os mecanismos nao estejam elucidados, estas diferengas estédo
associadas ao “status” da célula, principalmente com relacdo ao crescimento e
desenvolvimento.

As células mostram-se claramente sensiveis ao Al na fase log de crescimento
e resistentes na fase estacionaria. O mesmo comportamento pode ser observado
quando as células sao expostas a solugdes de pH 4,2. No trabalho de Souza (2004),
as células de tabaco cv. BY-2 exibiram maior capacidade de acumular Al aos 2 dias
de idade. Estas células também mostraram maior sensibilidade ao Al e menores
niveis de viabilidade celular quando expostas ao metal, quando comparadas a

células na fase estacionaria de crescimento (aos 7 dias de idade).
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Desta maneira, neste trabalho utilizou-se de células com 2 (fase log) e 7 (fase
estacionaria) dias de idade, correspondentes a células sensiveis e resistentes,

respectivamente.

60 -

40 -

viabilidade celular (%)

20

indice de células compactadas (%)

——ICC% —®—VC%

I
- I

dias: 1 2 3 4 5 6 7

Figura 9: Desenvolvimento da cultura de células de tabaco BY-2 durante um ciclo de cultivo
sob condi¢gdes normais. (A) Crescimento da cultura medido pelo indice de células
compactadas (ICC%) apés centrifugagao a 200g por 2 min e viabilidade celular (VC%),
obtida por coloragdo com Trypan Blue. (B) llustragdo do crescimento da cultura e

determinacéo do ICC% por centrifugacéo e determinacao do volume de células
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4.2 Determinacao das condicOes e do tempo de exposigcdo ao Al

Ja foi demonstrado previamente (ver item 2.2) que existe uma boa relagao
entre a sensibilidade celular ao Al e seu acumulo em suspensdes de células.
Portanto, neste trabalho, o acumulo de Al sob condi¢cdes e tempo definidos foi um
dos indicadores utilizados para se avaliar a sensibilidade das células de tabaco cv.
BY-2 ao Al e é referido como capacidade de acumulo de Al. Aqui, o termo
capacidade € utilizado no sentido da competéncia, aptiddo ou mesmo da
suscetibilidade das células em acumularem Al.

A definicdo das condigcdes de exposicdo ao Al € uma questdo importante.
Levantou-se a curva de acumulo de Al em funcao do tempo nas células da fase log
de crescimento (2 dias de idade) com o objetivo principal de se verificar a cinética de
acumulo de Al pelas células mais sensiveis (Figura 10). A concentracao de Al foi de
50 uM (AICl3) em solugéo padrao a pH 4,2 e com amostragem a cada 30 min.

Esta informagdo trouxe algumas vantagens para a condugdao dos
experimentos. Ao fixar-se o tempo de exposicdo em 2h a variagdo entre os
resultados foi reduzida, pois o acumulo de Al alcanca um valor maximo,
relativamente constante e a viabilidade celular, que tende a cair com o tempo, ainda
apresenta valores satisfatorios. De fato, em experimentos onde o tempo de
exposicao ao Al foi diferente (por exemplo, por 1h), os resultados de acumulo de Al e
viabilidade celular foram de menor repetibilidade. Observando-se a Figura 10, nota-
se que apos 1h de exposicdo, o acumulo de Al ainda apresenta uma tendéncia
ascendente e pequenas variagdes no tempo de amostragem causaram variagoes
significativas nos dados de acumulo de Al e viabilidade celular (dados n&o

mostrados).
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Outra vantagem foi a otimizagao do tempo de conducéao do experimento, pois
o procedimento experimental consta de 3 lavagens, 2 horas de exposicao e
lavagens posteriores. Se o tempo de exposi¢ao fosse maior, os dados de viabilidade
celular seriam muito baixos, inviabilizando a realizacdo de diversos experimentos. O
objetivo foi manter um nivel elevado de acumulo relativo de Al aliado a um nivel
ainda aceitavel de viabilidade celular (VC%).

Para a determinacdo do Al acumulado nas células, foi utilizado o método de
fluorescéncia do complexo Al-morin, diretamente na suspensao celular. O uso do
complexo Al-morin para a detec¢ao do Al presente nas células € um método aceito e
usado por diversos autores (VITORELLO; HAUG, 1996; 1997; SAARL; SELTZ,
1983). No entanto, por ser um método fluorimétrico, realizado diretamente em cima
das células intactas, € uma medida relativa de quantificacido de acumulo de Al. Uma
comparacgao entre resultados de acumulo de Al obtidos por este método e obtidos
por ICP-MS é apresentada adiante, no item 4.4, e mostra a validade de se empregar
a técnica. Este método foi utilizado pois € simples, rapido, de baixo custo e exige
uma quantidade de amostra muito pequena. Além disto, permite a visualizacdo da
localizacdo do Al na célula ainda intacta. Esta técnica tem sido aplicada como

procedimento de rotina em nossos experimentos.
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Figura 10: Acumulo relativo de Al (%) durante 180 min de exposicao a 50 uM de Al. No
ensaio padrdo (¢), as células foram expostas ao Al em solugdo padrdo a pH4,2; no
tratamento 80/0mM sac (m), as células foram lavadas em solugcdo padrdao pH4,2 acrescida
de 80 mM sacarose e expostas ao Al em condicbes padréo e no tratamento 80/40 mM sac
(o), as lavagens foram feitas em solugdo padrdo pH4,2 acrescida de 80 mM sacarose e a
exposicao ao Al foi feita em solugao padréo acrescida de 40 mM sacarose. O acumulo de Al

em células na fase estacionaria sob a condi¢ao 0/0 foi insignificante (0,9%).

Para ilustrar o acumulo de Al nas células e os dados da curva de crescimento
(Figura 10), estdo apresentadas na Figura 11 imagens obtidas em microscépio
confocal das células coradas com morin, durante o periodo de exposi¢ao da curva
de acumulo de Al. As imagens ilustram trés momentos diferentes: apés 30, 60 e 120

min de exposi¢cao ao Al.
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30 min 120 min

Figura 11: Microfotografias obtidas por microscopia confocal ilustrando o acumulo de Al ao
longo do tempo em células de tabaco BY-2 da fase log de crescimento. As células foram
expostas a 50uM Al por 30, 60 e 120 min e depois coradas com morin. As imagens foram
obtidas por fluorescéncia, deixando-se passar a luz transmitida de baixa intensidade para a

visualizacao da célula. As setas exemplificam a fluorescéncia do complexo Al-morin.

4.2.1 Tratamentos utilizando-se sacarose e manitol

Na literatura, alguns trabalhos mostram a exposi¢céo de células cultivadas ao
Al na presenga de sacarose. Quando comparados aos resultados obtidos em nosso
laboratério, o acumulo de Al nessas células tem sido menos intenso e mais lento.
Além disto, algumas observagbes preliminares nossas também indicaram um certo
efeito protetor da sacarose. Ja foi descrito na literatura que tem-se um possivel
efeito protetor de osmdlitos a célula vegetal quando exposta a certas condi¢des de
estresse. Efeito semelhante, muitas vezes, também tem sido atribuido ao calcio.

Portanto, alguns ensaios foram realizados com o intuito de se examinar o
efeito da presencga da sacarose no acumulo e na sensibilidade ao Al. A Figura 12
mostra o acumulo de Al por células na fase log expostas por 2h a 50 yM AICl; em
funcdo da concentragdo de sacarose na solugdo de lavagem e de exposigéo.
Claramente nota-se que a capacidade das células em acumularem Al diminuiu a

medida que se aumentou a concentragdo de sacarose na solugdo padrao de
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tratamento das lavagens e de exposigdao ao Al e que isto correspondeu a um
aumento na viabilidade das células (Figura 12B).

Além da sacarose, optou-se também por testar as mesmas
concentracbes de manitol para verificar se os efeitos da sacarose seriam por
questdes osmaoticas ou de metabolismo energético. O manitol € pouco absorvido e
metabolizado pelas células de tabaco, a ndo ser por linhagens transgénicas
especificas (STOOP et al.,, 1996). A Figura 13 (A e B) mostra que as células
realmente ndo utilizam o manitol como fonte de carbono no meio de cultura,
mostrando baixo indice de crescimento (ICC%) e de viabilidade celular (VC%).

A partir dos dados da Figura 12, deduz-se que o efeito de protecéo as células
se da, provavelmente, devido a osmolaridade das solu¢gdes empregadas, pois 0
comportamento das células submetidas as mesmas concentragcdes de sacarose e
manitol foi semelhante. Além disto, na literatura ha evidéncias que os osmolitos
exercem papel protetor direto ou indireto sobre a membrana plasmatica, protegendo
as células de processos de estresse hipo ou hiper-osmotico, pela diminuicdo da
atividade das ATPases e/ou por promover alteragdes na estrutura fisica da
membrana plasmatica (MOECKEL et al., 2002).

Nota-se que o efeito maximo da sacarose e do manitol sobre a viabilidade
celular ocorre a uma concentragdo entre 80 e 100 mM, concentracdo esta
semelhante ao encontrado no meio de cultura (87,4 mM). No entanto, o acumulo de
Al continuou diminuindo nas concentragdes acima deste patamar (Figura 12).

Sob as concentracdes de osmoalitos utilizadas, ndo se detectou ocorréncia de
plasmdlise celular.

Uma possivel explicagdo para estes aspectos envolvendo flutuagdes

osmoticas é fornecida por observacdes realizadas em células de crescimento



51

polarizado, especificamente pélos radiculares. Bibikova et al. (1998) observaram que
pélos radiculares foram bastante sensiveis a pH < 4,5, sendo que o crescimento dos
pélos foi inibido, apresentaram deformag¢des nas suas pontas e uma porcentagem
das células supostamente se romperam na ponta. Isto ocorreu apenas em pélos em
crescimento. Vitorello (informacéao pessoal)1 observou comportamento semelhante
em raizes de Vigna unguiculata expostas a pH baixo e Al, mas foi mais acentuado
quando as raizes foram expostas a pH baixo e ao Al em solugdes hipotbnicas. A
hipétese é de que processos envolvidos com a expansao celular, tais como, a fusao
de membranas ou a sintese e montagem da parede celular, possam ser bastante
sensiveis a pH baixo e ao Al. De fato, Llugany et al. (1995); Koyama et al. (1995;
2001) e Schmohl e Horst (2000) sugeriram que o pH baixo e o Al poderiam,
respectivamente, causar injurias as raizes devido a sua interagdo com pectina. O
turgor celular poderia afetar ou agravar os danos causados pelo pH baixo e o Al. Ja
foi discutido que é provavel que valores baixos de pH e Al possam induzir mudancas
moleculares no continuo parede celular — membrana plasmatica — citoesqueleto
(CW-PM-CSK) (VITORELLO et al., 2005).

Por fim, foram realizados experimentos onde foi variada a exposi¢cao a
sacarose e ao manitol somente nas lavagens, assim como nas lavagens e na
exposicao ao Al e ao baixo pH. Apds a analise dos resultados, optou-se por utilizar
as concentragdes de 80 mM nas lavagens e 40 mM na exposi¢ao ou somente 80mM
nas lavagens, pois foram os tratamentos que mostraram resultados mais
interessantes quanto ao acumulo de Al e a viabilidade celular. Os resultados
mostraram niveis intermediarios de acumulo de Al e de viabilidade celular em

relagdo ao ensaio padrao. Outro motivo para a escolha destas concentracdes foi o

' VITORELLO, V.A. Mensagem recebida por frcapald@cena.usp.br em 20/08/2006.
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fato de termos um tratamento com osmodlitos durante a exposi¢gao e um tratamento
com osmolitos somente nas lavagens, para que pudéssemos verificar se o efeito
protetor observado era fungao da presenga nas lavagens ou na exposigcado. Estas
condicbes de exposicdo ao Al na presenca de sacarose ou manitol foram

empregadas nos demais experimentos realizados e descritos neste trabalho.
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Figura 12: (A) Acumulo relativo de aluminio (%) medido por fluorimetria pelo complexo Al-

morin em células BY-2 na fase log tratadas com diferentes concentragbes de sacarose (@) e

manitol (O) e (B) Viabilidade celular (VC%) para células da mesma amostra coradas com
Trypan blue 0,4%. Contagem por microscopia 6ptica.



—8— sacarose —O— manitol

A
100
&
w 80 -
®
e
@
8
3]
®
a
S
o
o
%)
o
=
©
o
0]
o
o)
.2
S
£
B

100 ¢ i\._——./‘i\i—/—.

80 -
L
3 60 -
(O]
(&)
(O]
ko] 4
8 400—2——0o—0— 5 5 0
3
©
>
20
—@— sacarose —O— manitol
0 1 1 1 i i i
0 1 2 3 4 5 6 7
dias

Figura 13: (A) Crescimento celular (%) e (B) viabilidade celular (%), durante um subcultivo,

em meios de cultura contendo sacarose (@) ou manitol (O) como fonte de carbono. O

indculo inicial foi de 4% para os dois tratamentos e a concentracdo de sacarose ou manitol

foi de 87,4mM no meio de cultura.
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4.3 Diferencas na sensibilidade das células de tabaco cv. BY-2 aos tratamentos

Para um mesmo organismo ou gendtipo, diferengas entre células na
sensibilidade ao Al ja foram descritas em diversos trabalhos (VITORELLO; HAUG,
1996; 1997; 1999; YAMAMOTO et al., 1994; 2001; 2002) independentes das
diferencas existentes entre variedades sensiveis e tolerantes (ZHANG; TAYLOR,
1990; VASQUEZ et al., 1999; SILVA et al., 2005)

Em nosso trabalho, estas diferengcas foram observadas sob diferentes
condi¢des: acidez, presenca de Al e presenca de Al acrescida de sacarose e

manitol.

4.3.1 Diferencas na sensibilidade celular ao Al

A Figura 14 apresenta o acumulo relativo de Al e a viabilidade celular (VC%)
em células na fase log (2 dias). O acumulo de Al encontrado nas células na fase log
(2 dias) expostas a 50 yM AICI3 por 2h em solugdo padrdao a pH 4,2 foi sempre
considerado como referéncia e tomado com sendo igual a 100%.

Além dos valores de acumulo relativo de Al, também nos interessava saber se
as células continuavam viaveis quando expostas aos diferentes tratamentos, para,
por exemplo, conseguirem se recuperar do dano causado (crescimento da cultura
apos a exposi¢ao). Analisamos entdo, juntamente com o acumulo relativo de Al
(Al%), a viabilidade celular (VC%).

A Figura 14 também ilustra o comportamento das células na fase estacionaria
quanto ao acumulo relativo de Al e a viabilidade celular. Estas células mostraram-se
resistentes ao Al, mostrando niveis de acumulo relativo de 0,9% e taxas de
viabilidade celular proximas dos 98%. Portanto, estas células ndo acumulam e n&o

sofrem danos causados pelo Al.
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As células na fase log de crescimento acumularam mais Al em comparagao
as células na fase estacionaria e também em comparagdo aos tratamentos que
receberam sacarose. A sensibilidade ao Al fica evidenciada quando observamos os
dados de viabilidade celular (VC%), pois a contagem de células identifica a
quantidade de células danificadas pela presenca do Al.

Neste estudo, confirmou-se que o acumulo de Al é bom indicador do dano
celular gerado pela exposicédo a este elemento. A Figura 15 apresenta a correlagéo
entre todos os dados de acumulo de Al com os respectivos dados de viabilidade
celular das Figuras 12 e 14. Com exce¢ao de um dos pontos, representando células
na fase estacionaria, todos os demais foram obtidos de células em fase log (2 dias).
Observa-se uma correlacao bastante estreita entre o acumulo de Al e a viabilidade
celular resultante.

As células na fase log de crescimento acumularam mais Al em comparagao
as células na fase estacionaria e também em comparagdo aos tratamentos que
receberam sacarose. A sensibilidade ao Al fica evidenciada quando observamos os
dados de viabilidade celular (VC%), pois a contagem de células identifica a

quantidade de células danificadas pela presenca do Al.
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Figura 14: Acumulo relativo de Al (o) e viabilidade celular (VC%, m) em células de tabaco cv.
BY-2 na fase log e estacionaria de crescimento. Tratamentos: ensaio padrdo (as células
foram expostas a 50 uM Al em solugéo padrao pH4,2); 80/40mM sac (a solugédo padrao foi
acrescida de 80mM de sacarose nas lavagens e 40mM de sacarose na exposicao,

juntamente com o Al) e 80/0mM sac (a solugao padrao recebeu 80mM de sacarose nas
lavagens e as células foram expostas a 50uM Al).
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Figura 15: Correlagéo entre o acumulo relativo de Al e a viabilidade celular em células de
tabaco cv. BY-2. Foram utilizados dados de todos os tratamentos aplicados de células tanto

na fase log como na estacionaria de crescimento.

Pela curva de acumulo de Al no tempo (Figura 10) e pelas imagens ilustradas
na Figura 11, pode-se observar que o Al acumulou nas células de modo nao
reversivel ja apos 30 minutos de exposi¢ao, confirmando as informacdes de que o
acumulo de Al é rapido e ocorre tanto com 30 min até muitas horas de exposi¢ao em
raizes, porém sua localizagcado pode ser diferenciada conforme o tempo de exposigao
e a concentragao de Al (DELHAIZE et al., 1993; LAZOF et al., 1994; VASQUEZ et
al., 1999; SILVA et al., 2005).

Apos 60 min, pode-se observar que o Al esta presente no nucleo celular e nas
regides proximas a membrana-parede celular. O mesmo ocorre apés 120 min de
exposicdo. Dados semelhantes, quanto a localizacdo do Al acumulado, foram
encontrados por Souza (2004) e Silva et al. (2005).

Silva et al. (2005) examinou a penetragao radial do Al em raizes de soja.

Usando lumogalion e DAPI, observou que aos 30 min de exposi¢do, uma quantidade
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significativa de Al ja havia se acumulado nas células meristematicas e esta
quantidade aumentou com o tempo de exposi¢ao (até 48h). O Al concentrou-se na
interface parede celular/membrana plasmatica e no nucleo das células. Utilizando
morin e imagens obtidas em microscopio confocal, as células BY-2 na fase log
expostas ao Al também mostram este perfil, porém num tempo mais curto de
exposicao. O Al ja se encontra acumulado no nucleo aos 60 min de exposigao.

Ao atingir as moléculas presentes no nucleo celular, o Al afeta o indice
mitético (MATSUMOTO, 1991). A presenga do Al na membrana nuclear pode
interferir em varios processos, afetando todo o ciclo celular (FRANKLIN; CANDE,
1999). Apesar destas relagdes, muitos outros aspectos da presencga do Al no nucleo

celular relacionado a inibicdo da elongacao radicular permanecem desconhecidos

(SILVA et al., 2005).

4.3.2 Diferencas sensibilidade celular ao baixo pH

Além dos dados de acumulo de Al, analisamos também a resposta das
células quando expostas somente a pH 4,2 (Figura 16), pois o Al somente fica
disponivel a valores de pH baixo. O pH baixo em si é téxico as células e a toxicidade
ao Al é na realidade um caso de sobreposicado de dois fatores de estresse.

Comparando-se as Figuras 14 e 16, nota-se a mesma tendéncia de
resultados nas células tratadas somente com pH 4,2 quando comparadas as células
tratadas com Al e com Al e sacarose, porém com valores de viabilidade celular mais
elevados, indicando que o Al causa um dano maior as células do que somente a
acidez.

A disponibilidade de Al é aumentada sob condi¢gdes acidas. Pelos dados

encontrados pode-se indicar tanto o pH baixo quanto o Al sao prejudiciais as células
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sensiveis (fase log) sendo praticamente impossivel separar os danos indepentes de
cada fator (pH e Al). A adicao da sacarose na solugédo de lavagem e de exposi¢cao
elevou a viabilidade celular para valores proximos de 60% tanto para células
expostas somente ao pH como para células expostas ao Al, diminuindo o acumulo
de Al nestas células em cerca de 70% quando se comparou com o tratamento com
50 uyM Al (100% de acumulo relativo). Quando a adicdo de sacarose ocorreu
somente na solugao de lavagem (80/0 mM sac) e a exposi¢cao ao Al foi realizada
conforme em solucdo padrdo pH 4,2, o acumulo de Al também foi menor que o
tratamento sem sacarose, porém maior que o tratamento que recebeu sacarose
também durante a exposi¢ao ao Al (80/40 mM sac), ficando num nivel intermediario.
O mesmo ocorreu com a viabilidade celular na presenca do Al e na presenca
somente do pH baixo, ou seja, a sacarose também exerceu um papel protetor as

células na fase log quando aplicadas nas solug¢des de lavagens e de exposigao.
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Figura 16: Viabilidade celular (VC%) em células de tabaco cv. BY-2 nas fases log e
estacionaria de crescimento (observar as chaves). Tratamentos: controle pH 4,2 (células
lavadas e expostas em solugéo padrao pH 4,2, tanto na fase log como estacionaria); 80/40
mM sac (solugéo de lavagem foi acrescida de 80mM de sacarose e a solugao de exposigao
recebeu 40mM de sacarose); 80/0 mM sac (solu¢ao de lavagem recebeu 80mM de sacarose

porém as células foram expostas em solugcao padrao a pH 4,2).

4.3.3. Conteudo de carboidratos soluveis totais

Examinou-se a concentragao de carboidratos soluveis totais nas células com
o intuito de verificar se diferengcas no metabolismo energético poderiam estar
relacionadas aos efeitos da sacarose (que € metabolizada) e manitol (que ndo é) ou
as diferengas entre células das diferentes fases de crescimento quanto a
sensibilidade ao Al. Além disto, quis-se examinar se metabolismo energético celular
poderia estar alterado na presencga de condigdes de estresse.

A quantificagdo dos carboidratos soluveis totais seguiu 0 método de Yemm e

Willies (1956) e a curva de calibragdo de glicose esta apresentada na Figura 17.
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Figura 17: Curva de calibragdo de glicose (ug/mL) para a quantificagcdo dos carboidratos

soluveis totais.
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Figura 18: Carboidratos soluveis totais (ug/mg MF) em células de tabaco cv. BY-2 nas fases

log (o) e estacionaria (m). Controles: pH5,6 (lavagens e exposi¢ao a pH5,6); pH4,2 (lavagens

e exposicdo a pH4,2); ensaio padrdao (lavagens em sol. padrdo pH4,2 e exposi¢cao na

mesma solucao + Al); 80/40 mM (lavagens em sol. padrao + 80mM de sacarose ou manitol

e exposicao ao Al + 40 mM sacarose ou manitol); 80/0mM (lavagens em sol. padrao +

80mM sacarose ou manitol e exposicdo em sol. padrao + Al).



63

Os resultados da Figura 18 mostram que o conteudo de carboidratos totais &
maior na fase log do que na estacionaria, provavelmente porque as células se
encontram em pleno processo de divisdo celular e com alta concentracao de
nutrientes e sacarose disponiveis no meio de cultura.

O aumento do teor de carboidratos totais nas células da fase log tratadas com
Al ou baixo pH, em relacdo ao controle (pH5,6), independente da presenga ou néo
de sacarose ou manitol, pode estar vinculado a uma diminuigdo na capacidade de
utilizacdo dos carboidratos no metabolismo destas células estressadas.

As células na fase estacionaria apresentaram menores concentragcdoes de
carboidratos em relagao as células na fase log. Isso pode ser explicado pelo fato de
que as células ja se encontravam num meio de cultura com baixa concentragéo
nutricional e de sacarose. Quando as células foram expostas aos tratamentos
80/40mM sac e 80/0mM sac, houve aumento do teor de carboidratos soluveis nas
células, ao contrario do que ocorreu com as células quando utilizou-se manitol,
reforcando a informagdo de que estas células ndo usam manitol como fonte de
carbono.

Em células na fase estacionaria, independente da concentragdo de

carboidratos encontrada, as células mantém-se resistentes ao acumulo de Al.

4.4 Correlacao entre fluorimetria (Al-morin) e espectrometria de massa com
fonte de plasma acoplada (ICP-MS)

Conforme mencionado anteriormente, a determinacao do Al acumulado nas
células foi realizada pelo método de fluorescéncia do complexo Al-morin,
diretamente na suspensao celular. As vantagens deste método foram abordadas no

item 4.2 e discutidas na literatura (VITORELLO; HAUG, 1997).



O morin é pouco fluorescente, porém forma compostos altamente
fluorescentes com o AI’*, sendo largamente usado como reagente para analises
fluorimétricas de Al e de outros metais, assim como para analises
espectrofotométricas de metais que ndo formam complexos fluorescentes (SAARL;
SELTZ, 1983). No entanto, por ser um método fluorimétrico, realizado diretamente
em cima das células intactas, € uma medida relativa de quantificacdo de acumulo de
Al.

Para a confirmagdao dos dados obtidos por fluorimetria, realizou-se a
quantificacdo do Al acumulado nas células por espectrometria de massa com fonte
de plasma acoplada (ICP-MS). Foram utilizadas amostras de todos os tratamentos
aplicados as células, nas duas fases de crescimento distintas (log e estacionaria).
Pela correlagcdo entre as duas metodologias, pudemos verificar até que ponto a
quantificagcdo de acumulo de Al por fluorimetria (complexo Al-morin) foi adequada
a0s Nossos experimentos.

A curva de calibracdo de Al para a subsequente leitura das amostras foi
obtida com o padrdo de Al Merck (em Tritisol). A Figura 19 mostra os dados de
quantificacdo de Al por ICP-MS obtidos para células nas fases log e estacionaria de

crescimento, em todos os tratamentos aplicados.
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Figura 19: Concentracao de Al (ppb) em células de tabaco cv. BY-2 nas fases log (o) e
estacionaria (m) obtida em ICP-MS. Controles: pH5,6 (lavagens e exposicdao a pH 5,6);
pH4,2 (idem, a pH 4,2); ensaio padrao (células lavadas em sol. padrao pH 4,2 e expostas a
50 uM Al); 80/40mM (lavagens em solugéo padrao + 80 mM sacarose ou manitol e expostas
a 50 uM Al + 40mM sacarose ou manitol); 80/0mM (lavagens em solugao padrao + 80mM

sacarose ou manitol e expostas a 50 uM Al).

A correlagao entre as duas metodologias utilizadas nos ensaios de acumulo
de Al resultou numa linearidade com R? = 0,96 e esta apresentada na Figura 20.
Portanto, houve uma excelente correspondéncia entre os dados obtidos pelas duas
metodologias de determinacdo de acumulo de Al. Podemos considerar valida a
metodologia de quantificagcdo do acumulo relativo de Al (Al%) pelo complexo Al-
morin.

Sem duvida, a quantificacdo da concentracédo de Al por ICP-MS é um método
extremamente sensivel, que proporciona resultados altamente confiaveis. Porém
também é um método oneroso e mais demorado (requer digestdo das amostras) e

que nem sempre pode ser incluido como um procedimento padrao para a
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quantificacdo de Al nos experimentos realizados. Esta é a principal razdo pela qual
utilizamos o complexo Al-morin para tal quantificacdo, pois € um método de facil
aplicacao, rapido, de baixo custo e que depende de uma tecnologia mais acessivel.

Vitorello e Haug (1997) compararam a metodologia de quantificacdo de
acumulo de Al por fluorimetria (Al-morin) com resultados obtidos com absorgéo
atbmica com forno de grafite, encontrando uma similaridade significativa entre os
dados, com R?*=0,97.

likura et al. (2001) relacionaram o acumulo de Al em células de tabaco entre
as metodologias de fluorescéncia com lumogalion e quantificagéo por espectrometria
de emissdo atdbmica com fonte de plasma (ICP-AES) indicando uma diferenga de
aproximadamente 13% de Al acumulado entre as duas metodologias, sendo que a
fluorimetria apresentou resultados maiores de acumulo de Al durante 8h de
exposicao a TmM Al.

Souza (2004) encontrou uma correlagdo de R?=0,86 entre o Al acumulado em
células de tabaco BY-2 por fluorimetria (complexo Al-morin) e por espectrometria de
absorgao atbmica com atomizacgéao eletrotérmica em forno de grafite (GFAAS).

Vitorello e Haug (1996) mostram as vantagens em se utilizar o método de
fluorescéncia do complexo Al-morin para a deteccdo do Al acumulado em células de
tabado BY-2 indicando que o método permite obter resultados de forma rapida, a
partir de pouco volume de material vegetal, com preparo simples da amostra e é

satisfatériamente sensivel para a detec¢ao de baixas quantidades de Al acumulado.
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Figura 20: Correlagdo entre Al acumulado entre as metodologias de fluorimetria pelo
complexo Al-morin e por ICP-MS em células de tabaco cv. BY-2, nas fases log e

estacionaria, com coeficiente de correlacdo entre as metodologias igual a R?=0,96.

4.5 Estresse oxidativo decorrente da exposicdo ao Al e a acidez

4.5.1 Peroxidacao lipidica

A Figura 21 mostra que houve peroxidacéo lipidica significativa nas células da
fase log tratadas apenas com pH baixo (pH 4,2) e que a peroxidagdo quase dobrou
quando se expbs estas células ao Al. Estes resultados sdo similares aos

encontrados por Peixoto et al. (1999 e 2001) em linhagens de sorgo.

Nas células log que foram tratadas na presenca de sacarose ou manitol,
houve uma relacdo inversamente proporcional entre concentracdo de sacarose

aplicada e peroxidacgao lipidica.

Ao contrario das células na fase log, as células na fase estacionaria n&o

apresentaram peroxidagdo lipidica significativa em nenhum dos tratamentos
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aplicados (valores proximos de zero), sugerindo a auséncia de danos a membrana

em células tolerantes ao baixo pH e ao Al.

Comparando-se a Figura 21 com as Figuras 14, 16 e 19, nota-se uma boa
relagao entre a peroxidacao de lipidios, acumulo de Al e viabilidade celular em todos
os tratamentos. Quando o acumulo de Al foi elevado, a peroxidagdo também foi
elevada e a viabilidade foi baixa. Portanto, nestas células, a peroxidagao lipidica

parece ser um bom indicador da sensibilidade ao Al e a acidez.
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Figura 21: Peroxidagdo lipidica em células de tabaco cv. BY-2 nas fases log (o) e
estacionaria (m), medida pelo teste TBA. Resultados expressos em mmol MDA/mg MF. Os
resultados em células na fase estacionaria foram proximos de zero, considerados
despreziveis. Controles: pH5,6 (lavagens e exposi¢cao a pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2);
ensaio padrao (lavagens em sol padrao pH4,2 e exposi¢ao ao Al em sol. padrao), 80/40 mM
(lavagens em sol. padrao pH4,2 + 80mM de sacarose ou manitol e exposi¢cao ao Al em sol.
padrao + 40mM sacarose ou manitol); 80/0 mM (lavagens em sol. padrao + 80mM sacarose

ou manitol e exposicao ao Al em sol. padrao pH4,2).
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4.6.2 Niveis de H->0»

Para a determinagcdo dos niveis de peréxido de hidrogénio, primeiramente
estabeleceu-se a curva padrao de calibracdo, com concentragdes de H,O, de 0; 2,5;

5;7,5;10; 12,5 e 15 yM H,0,, medida a 560nm (Figura 22).

1
0,8 - )
€ 06 |
o
O
©
B 04 -
<
0.2 y = 0,0524x + 0,0234
R2 =0,9965
0o
0 3 6 9 12 15

uM H,0,

Figura 22: Curva de calibragdo com concentragdes de H,O,, medida a 560nm. O coeficiente

de correlacdo para a curva foi de R? = 0,9965.

A concentragao de H,O; nas células na fase log de crescimento submetidas a
pH baixo e Al esta apresentada na Figura 23. Em relagdo as células controles
mantidas a pH 5,6, o teor de H,O, aumentou cerca de 3 vezes nas células tratadas
apenas com pH4,2 e 5 vezes nas células submetidas ao Al. Somado aos dados de
peroxidacao lipidica (Figura 21), estes resultados confirmam a ocorréncia de
estresse oxidativo nas células da fase log de crescimento expostas a pH baixo e Al.

Semelhante ao comportamento da peroxidagao lipidica, notou-se que quando

se adicionou sacarose ou manitol na solugao de exposicdo ao Al, os niveis de H,O»



70

nas células foram menores. Os efeitos de sacarose e manitol sobre os niveis de
H,O, foram semelhantes para as mesmas concentragdes utilizadas.

De modo geral, houve uma boa correspondéncia entre a indugdo da
peroxidagao de lipidios e as concentragdes de peroxido de hidrogénio quantificadas.
No entanto, a presenca de sacarose e de manitol no meio de exposi¢cao ao Al levou

a uma reducgao proporcionalmente maior nos niveis de H,O, do que na peroxidagao

de lipidios.
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Figura 23: Concentragcédo de H,O, em células de tabaco cv. BY-2 na fase log de crescimento.
Controles: pH5,6 (lavagens e exposi¢cao a pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio
padrdo (lavagens em sol padrdo pH4,2 e exposicdo ao Al em sol. padrdo), 80/40 mM
(lavagens em sol. padrao pH4,2 + 80mM de sacarose ou manitol e exposi¢cao ao Al em sol.
padrao + 40mM sacarose ou manitol); 80/0 mM (lavagens em sol. padrao + 80mM sacarose

ou manitol e exposicao ao Al em sol. padrao pH4,2).
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Os resultados mostram também que a peroxidagao lipidica ndo ocorreu nos
mesmos niveis da geragao do perdxido de hidrogénio, pois os niveis do H,0, foram
menores. Uma possibilidade é o fato de que outras EAQO’s e radicais livres possam
estar sendo gerados e a medigao incluiu apenas o peréxido.

A correlacao entre os dados dos niveis de H,O, e de peroxidacao de lipidios &
apresentada na Figura 24. A auséncia de uma correlagdo mais estreita se deve
principalmente a dois pontos, um do controle a pH 5,6 e outro do tratamento 80/0
mM sac.

Parece ter havido uma relagdo mais estreita entre o acumulo de Al e a
viabilidade celular com os niveis peroxidagao lipidica do que com o conteudo de
H,O, (Figuras 25 e 26). Assim, podemos indicar que a peroxidacgao lipidica € um
bom indicador da sensibilidade celular ao Al e a acidez, ao passo que os niveis de

peréxido de hidrogénio ndo acompanharam a mesma tendéncia.
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Figura 24: Correlacdo entre a peroxidagao lipidica e o conteudo de H,O, em células de
tabaco cv. BY-2. Foram utilizados dados de todos os tratamentos aplicados em células tanto

na fase log como na estacionaria para tragar o grafico.
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Figura 25: Correlagdo entre a peroxidacao lipidica e o acumulo de Al medido por ICP-MS

(o), com R? = 0,6558 e correlagdo entre o conteido de H,O, e o acumulo de Al medido por

ICP-MS (m), com R? = 0,1047 em células de tabaco cv. BY-2. Foram considerados os dados

de todos os tratamentos aplicados as células tanto na fase log, como na fase estacionaria

de crescimento.
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26: Correlagdo entre a peroxidacdo lipidica e a viabilidade celular (m), com R? =

0,6152 e correlagao entre o contetdo de H,O; e a viabilidade celular (o), com R?=0,604 em

células de tabaco cv. BY-2. Foram considerados os dados de todos os tratamentos

aplicados as células tanto na fase log, como na fase estacionaria de crescimento.
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4.5.3 Atividade de enzimas antioxidantes
4.5.3.1 Superéxido Dismutase (SOD)

A Figura 27 mostra as bandas de SOD obtidas em gel de poliacrilamida nao-
denaturante (PAGE) 9%, de acordo com o padrao SOD-bovina (SIGMA) aplicado ao
gel e a Figura 28 mostra a identificagdo das bandas correspondentes as isoenzimas

Fe-SOD e Mn-SOD.

Nota-se maior intensidade das bandas referentes a isoforma Fe-SOD (Figura
27, bandas inferiores) para as células na fase log de crescimento. Para as células na
fase estacionaria, as bandas de Fe-SOD mostraram-se menos intensas, assim como
a Mn-SOD (Figura 27, bandas superiores). De modo geral, pode-se considerar que
houve maior atividade da SOD nos tratamentos da fase log em relacédo a fase
estacionaria, principalmente decorrente da Fe-SOD. Portanto, pode-se inferir que
esta havendo a conversdo dos radicais superéxido em H,O,, mediada pela SOD. A
comparagao dos resultados obtidos com a atividade da SOD fica dificultada em

relacdo as outras enzimas pelo fato da analise ter sido feita em gel.

Apesar de notar-se maior atividade da SOD nas células na fase estacionaria,
nao se tem muita diferenga do controle (pHS5,6) para os demais tratamentos. Em
plantulas de girassol a baixa atividade da SOD na presenga de metais pesados
favoreceu o acumulo de radicais superoxido, que contribui para a ocorréncia de

danos nas membranas celulares (BHATTACHARJEE, 1998).
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P 5,6 42 Al 80/40sac P 80/0sac 56 4,2 Al P 80/40sac 80/0sac

__________________ fase log fase estacionaria

Figura 27: Bandas de SOD em PAGE 9%. P (padrédo SOD-bovina) e tratamentos: pH5,6;
pH4,2; 50uM AICI3; 80/40sac (lavagens com a solugdo padrédo acrescida de 80mM sacarose
e exposi¢ao ao Al em solugdo padrao acrescida de 40mM sacarose, pH4,2) e 80/0sac (idem
ao tratamento anterior, porém a exposicdo ao Al foi feita em solugdo padrdo pH4,2).

Corridas simultaneas, a 4°C, 15mA/gel, utilizando-se 60ug de proteinas/amostra.

Controle KCN 2mM H,O, 5mM

Figura 28: Identificacdo das diferentes isoenzimas de SOD. Estdo presentes a Mn-SOD,
resistente aos dois inibidores usados e a Fe-SOD, resistente ao KCN e inibida pelo H,0,. O
gel foi dividido e tratado em 3 partes separadamente. A primeira parte (controle) foi revelada
através do procedimento padrdo para SOD. A corrida do gel foi realizada a 4°C, 15mA/gel

por um tempo médio de 3h, em cuba Pharmacia para mini-gel.

4.5.3.2 Catalase (CAT)

Pela acao da catalase, o H,O, é convertido em H,O e O,, sem a producao de
radicais livres. A Figura 29 mostra os resultados da atividade da catalase nos
diferentes tratamentos utilizados.

Nas células na fase log, a atividade da catalase foi proxima nas células
tratadas a pH 4,2, com ou sem Al, mas foi cerca de 2,5 vezes maior do que nas

células controle (pH5,6). Curiosamente, a atividade da CAT foi maior no tratamento
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que recebeu sacarose apenas durante as lavagens anteriores a exposi¢cao ao Al
(cerca de 3 vezes maior do que o controle a pH 5,6).
Na fase estacionaria, as células nao apresentaram atividades apreciaveis de

catalase em nenhum dos tratamentos.
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Figura 29: Atividade da catalase em células de tabaco cv. BY-2 na fase log (o) e
estacionaria de crescimento (m). Controles: pH5,6 (lavagens e exposi¢cao a pH5,6); pH4,2
(idem, porém pH4,2); ensaio padrao (lavagens em sol padrao pH4,2 e exposicdo ao Al em
sol. padrao), 80/40 mM sac (lavagens em sol. padrdao pH4,2 + 80mM de sacarose e
exposicao ao Al em sol. padrdao + 40mM sacarose); 80/0 mM sac (lavagens em sol. padrao +

80mM sacarose e exposicado ao Al em sol. padrao pH4,2).

4.5.3.3 Ascorbato peroxidase (APX)

A Figura 30 mostra os dados de atividade da APX em células na fase log
submetidas aos diferentes tratamentos. A atividade da enzima na fase estacionaria
foi muito baixa, mal sendo visivel no grafico. A APX tem a fungao de quebrar o H,0O,

por meio do ascorbato. Assim, a atividade da APX esta relacionada ao aumento da
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producao de H,O, na célula, assim como ocorre com a CAT e a GST, como modo
de proteger as células dos produtos do estresse oxidativo (MIZUNO et al., 1998).

A atividade da APX nas células na fase log tratadas com baixo pH e Al foi,
respectivamente, 2,5 e 3 vezes maior do que em relagéo as células controle (pH5,6).
A presenca da sacarose resultou em menores atividades desta enzima, consistente
com os menores niveis de peroxidacao lipidica e de acumulo de H,O, nas células
sensiveis ao Al (fase log). Pelos resultadados de atividade das enzimas
antioxidantes, podemos indicar que a CAT e a APX tiveram agao mais direta na
desintoxicacao celular, pois foram as enzimas com respostas mais altas e com acao

direta na quebra do peréxido de hidrogénio.
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Figura 30: Atividade da APX em células de tabaco BY-2 nas fases log (o) e estacionaria (m).
Controles: pH5,6 (lavagens e exposi¢cdao a pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio
padrao (lavagens em sol padrdao pH4,2 e exposicdo ao Al em sol. padrao), 80/40 mM sac
(lavagens em sol. padrao pH4,2 + 80mM de sacarose e exposicdo ao Al em sol. padréo +
40mM sacarose); 80/0 mM sac (lavagens em sol. padrdo + 80mM sacarose e exposicao ao
Al em sol. padrao pH4,2).
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4.5.3.4 Glutationa-S-transferase (GST)

Na célula, a GST tem funcbes antioxidantes e nao antioxidantes. Uma das
funcdes da GST é de quebrar o peroxido de hidrogénio, além de manter os grupos
sulfidril (SH) em seu estado reduzido. Especula-se a relagdo da GST com a
sinalizagao celular e com a regulagédo da apoptose, porém nao se conhece a fundo o
mecanismo de agdo da GST nestes casos (DIXON et al., 2002). Esta enzima
localiza-se no nucleo, citoplasma e na superficie celular. A atividade da GST esta
mostrada na Figura 31.

Sob condi¢des de baixo pH a atividade desta enzima foi cerca de 5 vezes
maior do que em relacédo ao tratamento com pH5,6 e na presenca de Al o aumento
foi de cerca de 7 vezes. Novamente, a atividade diminuiu na presenca de sacarose
nas lavagens e na exposi¢cao ao Al, mas esta diminuigdo foi mais acentuada do que
observado com a CAT e APX, alcangando niveis mais proximos ao controle (pH 5,6).

Curiosamente, constatou-se atividade expressiva da GST em células na fase
estacionaria nos tratamentos onde a sacarose foi adicionada nas solucbes de
lavagem e/ou de tratamento (80/40 e 80/0 mM sac), mas atividade insignificante nos
demais tratamentos em células na fase estacionaria. Foi o Unico caso em que se
encontrou um efeito dos tratamentos sobre a atividade de uma enzima antioxidante
nestas células. Porém, o aumento de atividade nestes casos especificos ndo esta
associado nem a alteragcdes na peroxidacao lipidica nem a niveis de perdxido de
hidrogénio e nem ao acumulo de Al.

As funcgbes da familia de enzimas da GST em plantas sédo variadas. Algumas
ainda sao desconhecidas e outras pouco estabelecidas (DIXON et al., 2002).

Nos casos dos tratamentos especificos em células na fase estacionaria onde

detectou-se atividade da GST (80/40 e 80/0 mM sac), os resultados podem estar
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mais relacionados a outras fungdes que a GST desempenha nas células, do que
propriamente as funcdes antioxidantes. Se relacionarmos a atividade da GST ao
conteudo de carboidratos soluveis totais nos mesmos tratamentos (Figura 18), pode-
se indicar que provavelmente possa estar havendo algumas alteragdes na
programagao celular, pois na fase estacionaria, as células encontram-se prontas
para o inicio do processo de divisdo celular e consequente crescimento da cultura.

A sacarose pode, nestes casos especificos, estar agindo como um estimulo
celular, ja que foi metabolizada pelas células na fase estacionaria (tratamentos 80/40
e 80/0 mM), fazendo aumentar o conteudo de carboidratos e as reservas
energéticas das células.

Se considerarmos que, quando atingem a fase estacionaria, as células
encontram-se em condicdes de baixa disponibilidade de nutrientes e fonte de
carbono no meio de cultura e que, quando colocadas em meio novo iniciam

rapidamente o processo de divisao celular, a hipétese acima parece ser aceitavel.
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Figura 31: Atividade da glutationa-S-transferase em células de tabaco cv. BY-2 na fase log
(o) e estacionaria de crescimento (m). Controles: pH5,6 (lavagens e exposi¢ao a pH5,6);
pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio padrao (lavagens em sol padrao pH4,2 e exposi¢ao ao
Al em sol. padrao), 80/40 mM sac (lavagens em sol. padrao pH4,2 + 80mM de sacarose e
exposicao ao Al em sol. padrao + 40mM sacarose); 80/0 mM sac (lavagens em sol. padrao +

80mM sacarose e exposigcao ao Al em sol. padrao pH4,2).

4.5.3.5 Glutationa Redutase (GR)

A GR tem a fungao principal de recuperar a glutationa que foi oxidada nas
reagcbes com as EAQO’s. A atividade da GR em células nas fases log e estacionaria
pode ser observada na Figura 32.

A glutationa reduzida €& um composto antioxidante ativo nas células,
principalmente no combate as EAO’s (superdxido e peroxido de hidrogénio), agindo
pelo ciclo Halliwell-Asada. No entanto, também tem outras fungdes celulares. A
glutationa (GSH) € um dos principais antioxidantes celulares, sendo o componente

tiol mais abundante nas plantas (LEA et al., 1998).
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Com excecéao dos tratamentos com pH 4,2 e Al, a atividade desta enzima foi
relativamente constante e parecida entre células da fase log e da fase estacionaria,
indicando que talvez a atividade detectada nao esteja relacionada, de forma direta,
com o processo de estresse oxidativo. A relacido indireta pode ser explicada pela
principal fungdo da GR, que é retornar a glutationa oxidada (GSSG) a sua forma
reduzida (GSH).

As células na fase estacionaria ndo acumulam Al e exibem atividade da GR
semelhante aos demais tratamentos em células na fase log (exceto para baixo pH e
Al). Isso é mais um indicio de que a atividade da GR pode estar envolvida com a
recuperagao dos niveis de glutationa oxidada que normalmente ocorrem nas células,
ja que a geracdo de EAO’s € um processo constante nas células, porém em
equilibrio. Nos tratamentos com pH 4,2 e Al em células na fase log, os niveis de

oxidagao da glutationa foram maiores, por isso a atividade da GR também foi maior.
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Figura 32: Atividade da Glutationa redutase (GR) em células de tabaco cv. BY-2 na fase log
(o) e estacionaria de crescimento (m). Controles: pH5,6 (lavagens e exposi¢ao a pH5,6);
pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio padrao (lavagens em sol padrdao pH4,2 e exposi¢do ao
Al em sol. padrao), 80/40 mM sac (lavagens em sol. padrao pH4,2 + 80mM de sacarose ou
manitol e exposi¢cao ao Al em sol. padréo + 40mM sacarose ou manitol); 80/0 mM (lavagens

em sol. padrao + 80mM sacarose ou manitol e exposi¢cao ao Al em sol. padrao pH4,2).

4.6 Uso do antioxidante BHA (Butylated Hydroxyanisole)

O BHA ¢é um antioxidante lipofilico considerado eficiente que é incorporado
nos lipidios das membranas, protegendo-as contra a peroxidagao (HALLIWELL,;
GUTERIDGE, 1999).

O Al interage fortemente com os componentes dos lipidios da membrana
plasmatica, sobretudo com os fosfolipidios conforme a sua carga (AKESON et al.,
1989). Partindo deste principio, utilizamos o BHA para tentar eliminar ou reduzir os

niveis de peroxidacao lipidica nos tratamentos que receberam Al ou somente pH
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baixo. Foram utilizadas duas concentragcbes distintas de BHA, uma considerada
baixa (20uM) e outra considerada alta (100 pM).

A Figura 33 mostra os resultados da peroxidagéo lipidica em células de
tabaco na fase log tratadas com diferentes conceitracbes de BHA durante as
lavagens e a exposigao ao Al (2h) em comparagao ao controle.

Conforme os resultados mostrados na Figura 33, a peroxidacao lipidica foi
influenciada pela presenga do BHA nas solugdes de lavagens e durante o periodo
de exposicao aos tratamentos, conferindo tolerancia celular quanto a peroxidagao
lipidica da membrana.

A menor concentracdo de BHA usada nas lavagens e na exposi¢ao ao Al
(20uM) ja se mostrou eficiente para reduzir a peroxidagao lipidica a niveis
insignificantes em relagdo ao controle (sem BHA) em todos os tratamentos
aplicados, sendo que a mesma tendéncia de resultados foi conseguida quando se
usou a maior concentragao de BHA (100 pM).

E interessante observar que no tratamento de exposicdo padrdo ao Al, a
reducdo do nivel de peroxidacao lipidica foi mais do que 10 vezes em relagdo ao

controle quando foi usado o BHA (independente das concentragdes).
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Figura 33: Peroxidacdo lipidica medida pelo teste TBA em células de tabaco cv. BY-2 na
fase log de crescimento, sob condi¢cdes de acumulo de Al padrao, com o uso de 20 uM BHA
e com 100 yM BHA tanto nas lavagens precedentes a exprosi¢do, como durante as 2h de
exposicdo ao Al. Controles: pH5,6 (lavagens e exposicdo a pH5,6); pH4,2 (idem, porém
pH4,2); ensaio padrao (lavagens em sol padrdao pH4,2 e exposi¢cdo ao Al em sol. padrao),
80/40 mM (lavagens em sol. padrao pH4,2 + 80mM de sacarose ou manitol e exposicao ao
Al em sol. padrao + 40mM sacarose ou manitol); 80/0 mM (lavagens em sol. padrdao + 80mM

sacarose ou manitol e exposi¢cdo ao Al em sol. padrao pH4,2).

Apesar da diminuicao nos niveis de peroxidacao lipidica, a viabilidade nao foi
recuperada em células que receberam os distintos tratamentos. Os valores de
viabilidade celular (VC%) permaneceram semelhantes aos valores das células que
nao foram tratadas com o antioxidante BHA (Figura 30).

Os resultados estdo de acordo com Yamamoto et al. (2001), que usaram
20uM de BHA durante o tratamento de raizes de ervilhas com 10uM Al por 24h. Os

autores também obtiveram resultados de reducdo da peroxidagao lipidica,



observada tanto pelo teste de TBA como também por analise histoquimica. Porém, o
uso do antioxidante ndo afetou o acumulo de Al nas raizes ou mesmo a perda da
integridade da membrana plasmatica celular.

A presenga do Al juntamente com o BHA ndo preveniu a inibicdo da
elongacado radicular (YAMAMOTO et al., 2001). Em nossos resultados, o BHA
também néo inibiu a perda da viabilidade celular nos tratamentos que receberam Al
ou somente mantidos sob condigdo de acidez (pH 4,2) (Figura 34).

Yamamoto et al. (2001) sugerem que o acumulo de Al, a perda da integridade
da membrana plasmatica e a inibigdo da elongacgado radicular ndo sao eventos
diretamente derivados da peroxidacgao lipidica.

Foi relatado que o acumulo de Al causou disfuncbes na mitocéndria, que
incluiram a formacdo das ROS, inibicdo da respiragcdo e queda no nivel de ATP.
Sendo assim, a producao de ROS pareceu ser o ponto critico para a inibicdo do
alongamento radicular e da divisdo celular e ndo a peroxidagdo lipidica
(YAMAMOTO et al., 2003).

A oxidacao de proteinas também pode ser um fator de disfungao celular,
gerando produtos como aldeidos e carbonilos. Assim, uma possibilidade € de que o
BHA protege os lipidios da peroxidagdo, mas nao as proteinas e a geragao de ROS
na célula. Por isso a viabilidade celular ndo foi mantida em altos niveis e a cultura
nao recuperou o crescimento e a viabilidade celular no periodo que seguiu a

exposicao ao Al e ao baixo pH.
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Figura 34: Viabilidade celular (VC%) em células de tabaco cv. BY-2 na fase log de
crescimento. O tratamento sem BHA é o experimento padrao de exposicdo ao Al; o
tratamento 20uM BHA recebeu esta concentracdo do antioxidante nas solugbes de lavagens
e durante a exposigao; idem para o tratamento 100 yM BHA. Controles: pH5,6 (lavagens e
exposicao a pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio padrao (lavagens em sol padrao
pH4,2 e exposi¢do ao Al em sol. padrdo), 80/40 mM sac (lavagens em sol. padréo pH4,2 +
80mM de sacarose e exposicdo ao Al em sol. padrdo + 40mM sacarose); 80/0 mM sac

(lavagens em sol. padrao + 80mM sacarose e exposi¢do ao Al em sol. padrao pH4,2).

5.6.1 Crescimento e viabilidade celular ap6és a exposicdo aos tratamentos e
com o uso do BHA

Foi avaliado também o possivel papel do BHA na recuperagao da viabilidade
celular da cultura (VC%) e do crescimento celular (ICC%) durante 96h para as duas
concentragdes de BHA usadas (20 e 100uM). Os resultados estdo mostrados nas

Figuras 35 e 36.
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Figura 35: (A) Viabilidade celular (VC%) e (B) crescimento celular (ICC%) da cultura de

células BY-2 submetida aos diferentes tratamentos na presenga de 20uM BHA. O ICC foi

medido a cada ao final das 2h de exposicdo e a cada 24h até 96h apds a realizacdo do

experimento. A medicao deu-se por centrifugacao da suspensao celular a 200g por 2min
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Figura 36: (A) Viabilidade celular (VC%) e (B) crescimento celular (ICC%) da cultura de
células de tabaco cv. BY-2 na fase log submetidas aos diferentes tratamentos na presenca
de 100uM BHA apés a exposicao. O indice de compactagao celular foi medido a cada ao
final das 2h de exposicao aos tratamentos e a cada 24h até 96h apds a realizagcdo do

experimento. A medicido deu-se por centrifugacdo da suspensao celular a 200g por 2min.
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Comparando os resultados de viabilidade e crescimento obtidos apés a
exposicao com e sem o uso de BHA (Figuras 35 e 36), ndo € possivel detectar um
possivel efeito do antioxidante sob estas propriedades. Os resultados com BHA
(independente da concentragdo usada) sao semelhantes com os resultados obtidos
quando ndo se usa o antioxidante no tratamento das células.

Apesar do papel na diminuicdo da peroxidacao lipidica das células expostas
ao Al e a acidez, o BHA nao tem papel sobre a manutencéo da viabilidade celular
durante a exposigao. Isso sugere que talvez a viabilidade das células seja afetada
por fatores além da peroxidagao dos lipidios das membranas.

A cultura manteve-se viavel e com alta taxa de crescimento no tratamento a
pH 5,6, indicando que a manipulagao celular durante o periodo de realizacdo dos
experimentos ndo causou danos as amostras coletadas. Nos tratamentos que
receberam osmodlitos nas lavagens e na exposi¢cao também houve recuperacgéao tanto
da viabilidade como do crescimento. Os tratamentos que receberam osmodlitos
somente durante as lavagens mantiveram niveis satisfatérios de viabilidade, porém
nao recuperaram o crescimento em altas taxas. As células tratadas com baixo pH e
Al ndo conseguiram recuperar nem a viabilidade celular e nem as taxas de
crescimento, permanecendo praticamente com taxas de VC% entre 35 e 40% até as

96h de analise e com ICC% abaixo de 20% no mesmo periodo (Figuras 35 e 36).

4.7 Analises sobre a membrana plasmatica
4.7.1 Perfil Protéico de fracdes enriguecidas com Membrana Plasmética

O estudo envolvendo proteinas da membrana plasmatica foi realizado com
carater exploratério, buscando diferencas de expressdo que pudessem estar

relacionadas com a ocorréncia da sensibilidade e da resisténcia aos tratamentos
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aplicados, de acordo com a fase de crescimento da cultura. Entretanto, seria de
valiosa importancia que pudéssemos ter sequienciado alguns dos spots,identificados
como sendo de interesse para que tivéssemos indicagdes mais seguras dos eventos
que poderiam estar ocorrendo e das proteinas expressas, de acordo com cada
tratamento.

As fracbes enriquecidas de membrana plasmatica foram submetidas ao
processo de eletroforese bi-dimensional, sendo obtidos, no minimo, 3 géis por
tratamento, para a confirmacgao do perfil protéico. Os géis foram analisados com uso
do software Melanie/Image Master (Amersham-GE).

Na Figura 37 estdo apresentados os géis das proteinas de membrana
plasmatica provenientes de células na fase log e estacionaria obtidas sob condi¢des
padrées de crescimento a pH 5,6. Nos dois géis, a maioria dos spots foi encontrado
na area correspondente a Pl acido, porém observam-se spots presentes em toda a
area do gel.

Foram identificados 89 spots no gel correspondente a fase estacionaria. As
massas moleculares variam entre 12 e 218Kda e os Pl entre 3 e 9. Porém, nota-se a
presenca da maioria dos spots na regido de massa molecular entre 130 e 170Kda e

de Pl entre 3 e 6.
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Figura 37: Perfil protéico das células tratadas sob condigbes de pH 5,6. Os géis
correspondem a (A) fase log e (B) fase estacionaria de crescimento. As proteinas foram
separadas na 12. Dimensdo com o uso de fitas de pH imobilizado na faixa de 3 a 10 e na 22.
Dimenséao por SDS-PAGE gradiente 8-16%. Foram usadas 75ug proteina em cada gel
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Os resultados dos perfis protéicos de células tratadas com Al estao ilustrados
na Figura 38, para as células na fase log (A) e estacionaria (B).

Os géis que mostram o perfil de proteinas de células submetidas ao Al
mostram também proteinas com pH acido e de alto peso molecular, porém
encontramos diferengcas em suas expressdes quando comparadas ao controle (pH
5,6) e quando se comparam os perfis de células na fase log e estacionaria, expostas
ao Al. No gel referente a fase log (Figura 38A) observa-se um perfil mais distribuido
de spots em todo o gel, podendo ser identificados 161 spots, sendo que a maioria
apresentou massa molecular acima de 150Kda e Pl entre 4 e 7. Analisando todo o
gel (Figura 38A) puderam ser identificados spots com massa molecular desde 17 até

180 e com Pl entre 3,53 a 7,9.

Comparando-se os géis da fase estacionaria do controle e com Al vemos que
a intensidade dos spots aumentou quando se aplicou Al as células. No caso dos
tratamentos com Al e de acordo com a literatura, além da expressao diferencial
causada pelo estresse, pode estar ocorrendo agregacao de proteinas, resultado da

oxidagao das mesmas, ou fragmentacéo de partes de proteinas, liberando peptidios.

As diferencas de sensibilidade ao Al entre células da fase log e estacionaria
de crescimento sao decorrentes de diferencas intrinsicas destas células que
existiam originalmente, antes de se aplicar os tratamentos de pH baixo e Al
Suspeita-se que as diferengas relevantes para a sensibilidade ao Al estejam
localizadas no continuo parede celular — membrana plasmatica — citoesqueleto
(Vitorello et al., 2005). Portanto, o objetivo de se comparar o perfil protéico da
membrana plasmatica de células crescidas em condi¢des normais (Figura 37) foi de

tentar encontrar estas possiveis diferencas.
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Por outro lado, a exposicdo ao pH baixo e Al também certamente gera uma
resposta da célula, que pode ser diferente dependendo do tipo celular em questao.
Portanto, a analise do perfil protéico apresentado na Figura 38 tem como objetivo

identificar as protéinas induzidas pelo tratamento ao Al.

Embora os resultados sejam, por enquanto, ainda exploratorios e

incompletos, sdo bastante importantes por diversas questodes.

Primeiramente, é possivel concluir que ha diferengas importantes para serem
exploradas, tanto no perfil protéico pré-existente nas células log e estacionaria
(Figura 37), quanto no perfil induzido pelo Al (Figura 38). Curiosamente, esperava-se
encontrar as maiores diferengas entre células da fase log e estacionaria,
independente da exposicdo ao Al. No entanto, observou-se que as maiores
diferengcas foram induzidas pelo Al (Figura 38). O estudo das proteinas de

membrana induzidas ou reprimidas pelo Al é inédito na literatura.

Outra questao importante € que ha um esforgco sendo realizado no sentido de
se levantar o proteoma destas células de tabaco BY-2 (SANTONI et al., 1998; 1999),
por se constituirem em modelo celular vegetal tdo importante. No entanto, até o
momento, ndo ha informacgdes sobre o proteoma da membrana plasmatica. Alias, de
modo geral, ha poucas informagbes sobre o proteoma da membrana plasmatica,
principalmente em plantas. Nao se pode deixar de enfatizar a grande dificuldade

técnica e o desafio que é tentar obter o proteoma de membranas.



\

Ir 3
S 5 S 220 KDa
- -
- --4"‘. 3
l :
| h > 100 KDa
\ "‘ =g
. -
i\ &
o "
| - 3
f » ¢ 50 KDa

20 KDa

10 KDa

. 220 KDa

100 KDa

50 KDa

20 KDa

10 KDa

3 » 10

93

Figura 38: Perfil protéico das células tratadas com Al. Géis: (A) fase log e (B) fase

estacionaria. As proteinas foram separadas por IEF pH 3 a 10 e SDS-PAGE 8-16%. Foram

usadas 75 g proteina em cada gel.
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4.8 Sensibilidade diferencial ao Al e estresse oxidativo

Yamamoto et al. (2003) verificaram que o Al interage com células em diviséo
e expansao, mas nao com células quiescentes em raizes de plantas. Tragando um
paralelo com os dados de acumulo de Al nas diferentes fases de crescimento
analisadas, podemos verificar que as células BY-2 na fase log de crescimento
(intensa divisao celular) acumulam Al, exibem baixa viabilidade celular, apresentam
atos indices de peroxidagao lipidica e de H,O, quando comparadas ao controle (pH
5,6). Pelo fato de haver a geragao de espécies ativas de oxigénio e de radicais
livres, ocorre a ativagdo das enzimas antioxidantes, como resposta de defesa
celular.

Sob condi¢gdes somente de acidez (células tratadas com pH 4,2) os mesmos
efeitos danosos sdo observados, porém em menor escala, mostrando que a
condicdo acida € prejudicial ao desenvolvimento celular, porém, ocorre o
agravamento destas condi¢gao na presenca do Al.

Correlagdes entre acumulo de Al e viabilidade celular em todos os
tratamentos realizados e nas duas fases de crescimento indicam que existe uma
relagao direta entre os dois eventos. Em células sensiveis, o0 acumulo de Al parece
estar diretamente relacionado a producao de H,O,, inducido de peroxidacao lipidica
€ a consequente queda na viabilidade celular.

As células na fase estacionaria mostraram-se insensiveis a presenca do Al e
a condicao de acidez. O acumulo de Al foi insignificante, a manutengdo da
vicbilidade celular foi alta, e os resultados de peroxidacéo lipidica e quantificagao de
H,0O, foram préximos de zero. Isso fez com que o sistema antioxidante celular nao
fosse ativado, pela auséncia do desbalango na producdo de ions superdxido e

radicais livres, que desencadeia o processo de estresse oxidativo nas células.
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O incremento na atividade da SOD nas células da fase log em relacéo a fase
estacionaria sugere um aumento no conteudo de radicais superdxido, pois a SOD
transforma estes radicais em H;O,. Esse aumento foi mais significativo nos
tratamentos onde se observou baixa viabilidade celular, tanto pela condicdo de baixo
pH como de presenga do Al, indicando perda da integridade da membrana
plasmatica. O aumento das concentragbes de H;O, fez com que as enzimas
antioxidantes aumentassem sua atividade, sendo que a CAT, APX e GST atuam
diretamente na quebra do peroxido de hidrogénio e a GR atua na recuperagao da
glutationa que foi oxidada na presenga das EAQO’s, como modo de defesa celular aos
agentes oxidantes. Por causa desta funcdo especifica, a atividade da GR foi
praticamente a mesma em todos os tratamentos tanto da fase log como da
estacionaria, com excecao da exposi¢cao de células na fase log ao baixo pH e ao Al.
Como a geragcdo de EAO’s em baixos niveis é continua na célula, a GR tem que
recuperar a glutationa oxidada constantemente.

A literatura aponta que o aumento da atividade da SOD é um modo de
sinalizagao do processo de estresse oxidativo, pois a enzima é a primeira linha de
defesa da célula contra as EAO’s (SIMONOVICOVA et al., 2004). Outros autores
como Yamamoto et al. (2003) indicam que a geragédo das EAQO’s € o primeiro sinal
do processo de estresse oxidativo e ndo a peroxidagao lipidica. O fato é que os
processos e reagdes sao dindmicas e acontecem em forma de cascata, muitas
vezes em concomitancia de tempo, portanto, fica dificil confirmar qual € o primeiro
processo ou o primeiro sinal da célula em resposta ao estresse oxidativo. O que
pode-se verificar € que a célula ativa o sistema enzimatico e o ciclo ascorbato-

glutationa na tentativa de eliminar as EAQO’s e, com isso, restabelecer seu equilibrio.
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Apesar das células na fase log de crescimento apresentarem altas taxas de
atividade de enzimas antioxidantes, a agao do sistema antioxidante nao foi suficiente
para desintoxicar as células na fase log dos radicais formados e da peroxidagao
lipidica resultantes dos danos causados pelo Al e pela condi¢gao de baixo pH. Nao se
encontrou nenhuma evidéncia de que as menores concentracbes de H,O, e de
peroxidacao de lipideos das células da fase estacionaria estivessem relacionadas ao
sistema antioxidante.

Os danos causados pelo Al e pela condi¢cédo acida (pH 4,2) ndo causaram a
morte das células em sua totalidade, mas o dano na vialibilidade celular das células
na fase log foi irrecuperavel, conforme os resultados de crescimento e vialbilidade
celular apds a exposicao ao Al, quando se compara com os dados das células
controle (pH 5,6). Nestas células o crescimento foi normal e a viabilidade manteve-

se acima dos 90% durante as 96h de analise apds a exposig¢ao aos tratamentos.

4.9 Interacao entre Al, osmolitos e membrana plasmatica

Por razbes que podem estar relacionadas a alteragdes na composicado e
estrutura da membrana plasmatica, as células na fase estacionaria ndo acumulam Al
e 0 seu sistema antioxidante nao foi ativado.

As condicbes de estresse sao inumeras, tanto biéticas como abidticas e elas
podem comprometer a atividade das biomoléculas. A ampla utilizagdo de osmolitos
tornou-se uma estratégia frquentemente observada nos organismos vivos para
assegurar a sua sobrevivéncia sob condi¢des adversas (RHODES, 1987; SOMERO,
1986).

O acumulo de Al e, consequentemente os danos causados pelo estresse

oxidativo sdo menos acentuados em células sensiveis tratadas com osmolitos
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(sacarose e manitol). A presenca destas substancias altera a osmolaridade da
solugédo de tratamento e exposi¢ao celular, podendo fazer com que a célula esteja
num meio hipertdnico, com isso, perde agua para o meio.

Os osmolitos podem desencadear o processo de ajuste osmoétivo entre as
células e o meio externo, fazendo com que os canais de troca funcionem em menor
intensidade e perdendo agua para o meio externo.

Em microrganismos, sabe-se que dissacarideos como a sacarose e a trealose
mantém a integridade celular sob situagdes de estresse. Quando sao absorvidos
pelas células, encontram-se em ambos os lados da membrana plasmatica e também
em contato com proteinas internas e citosodlicas. Esse contato confere as células
uma tolerancia maior a seca ou a variagao de temperatura, por exemplo. Os solutos
agem na manutencdo e no abaixamento da temperatura da transicdo de fases da
membrana plasmatica e ajudam a manter a estrutura das proteinas (LESLIE et al.,
1995).

Os osmolitos organicos sdo usados em células animais e vegetais para a
adaptacao aos estresses hiper e hipo-osméticos (MOECKEL et al., 2002).

Os osmodlitos permitem que as proteinas mantenham sua atividade bioldgica
pois atuam como estabilizadores de suas estruturas sem influenciar sua funcao
celular (BOWLUS; SOMERO, 1979; YANCEY, 1988).

Tian e Russell (1999) estudaram o efeito de quatro agucares exdgenos em
suspensdes celulares de tabaco: sacarose, glicose, manitol e sorbitol. Quando estes
compostos foram adicionados ao meio de cultura ou a solucdes de tratamento de
células, a osmolaridade do meio decresceu durante um subcultivo. A osmolaridade

dos meios que continham glicose e sacarose decresceu mais rapidamente e o
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aumento de peso fresco das culturas foi 10 vezes maior que o peso das células
cultivadas em manitol ou sorbitol (ndo absorvidos pelas células de tabaco).

A osmolaridade do meio de cultura varia conforme os componentes vao
sendo metabolizados e pode interferir no crescimento da cultura, na obtencdo de
células gaméticas e zigotos (TIAN; RUSSEL, 1999).

A manutencao das concentracbes dos solutos intracelulares e do volume
celular € um pré-requisito para o funcionamento otimizado da célula. Alteracbes na
osmolaridade do meio extracelular sdo seguidas, normalmente, por alteragdes nas
concentragbes dos solutos intracelulares e do volume celular, juntamente com o
fluxo de agua e ions da membrana celular (MACKNIGHT, 1988).

As células podem responder a flutuagdo osmotica através de alteragcdes em
seu volume, que ocorre por meio da ativacdo dos sistemas de transporte da
membrana, pelo influxo e efluxo de solutos organicos e inorganicos (MOECKEL et
al., 2002).

A atividade de algumas ATPases de eritrocitos aumentou conforme se
aumentou a osmolaridade da solucdo, partindo-se de zero, até 20 yM de sorbitol.
Em solugbes com 50 até 250 pM de sorbitol a atividade decresceu, chegando
préoxima a zero na concentragdo maxima de sorbitol usada (MOECKEL et al., 2002).

Quanto ao efeito protetor das células de eritrécitos pelos osmdlitos, Moeckel
et al. (2002) relataram que que os solutos organicos, como o sorbitol promoveram a
protecdo celular conforme a concentracdo usada no tratamento das células e
também que afetam a atividade das bombas de Na'/K*, coforme a concentracdo
usada. Os autores sugerem também um papel indireto dos osmdlitos na protegao
celular, alterando a estrutura fisica da membrana e, com isso, promovendo

condicbes menos favoraveis a operagao das bombas, o que pode resultar num
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decréscimo da atividade das ATPases. Fica evidenciado o papel dos osmdlitos na
regulacao funcional das ATPases das membranas celulares, nos processos osmo-
adaptativos e na prevencdo de danos sob condicbes de estresse hipo e
hiperosmoético. Porém o mecanismo pelo qual os osmodlitos autam ainda ndo esta
totalmente claro.

Em protoplastos de ervilha, o uso de sacarose e rafinose foi benéfico a
tolerancia contra a dissecagcdo e o beneficio ndo ocorreu apenas pelo efeito
osmotico, mas também porque a presenga dos osmolitos protegeu a
semipermeabilidade da membrana (HALPERIN; KOSTER, 2006). As membranas
sao particularmente vulneraveis aos estresses fisicos e considerados o sitio primario
de danos em células sensiveis (BRYANT et al., 2001).

Nao se sabe, com certeza, qual é o papel da sacarose, do manitol ou de ions
como o Ca®" na amenizacdo dos efeitos do estresse, mas trabalhos apontam que
estes elementos podem estar relacionados a um enrijecimento da membrana
plasmatica e/ou a um aumento da osmolaridade das solucdes utilizadas, o que
dificultaria a acdo dos agentes causadores de estresse (WANG; STUTTE, 1992;
STOOP; PHARR, 1993; POMPER; BREEN., 1997; SHEN et al, 1999; TIAN;
RUSSEL, 1999; GIBSON, 2000).

Pode-se indicar claramente que a presenca de sacarose e manitol nas
solugdes de lavagens e tratamento em células na fase log amenizou os efeitos da
acidez e do Al, diminuindo o acumulo e mantendo niveis intermediarios de
viabilidade celular. As células na fase log tratadas com osmdlitos e expostas ao Al e
ao pH4,2 conseguiram recuperar o crescimento e a viabilidade da cultura em 96h, ao
passo que as células tratadas com baixo pH e Al sem osmdlitos ndo conseguiu tal

recuperacao. Houve influéncia também na peroxidagao lipidica, na concentragao de
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H,O, e a atividade das enzimas antioxidantes foi amenizada na presenga dos
osmolitos. Os resultados foram semelhantes tanto para sacarose quanto para
manitol, evidenciando que o papel dos osmdlitos provavelmente nao incide sobre o
metabolismo energético das células, ja que o manitol ndo é metabolizado pelas

células BY-2.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados encontrados e discutidos, podemos concluir que:

As células na fase log sdo sensiveis tanto a condicdo de acidez, como a
exposicao ao Al. As células na fase estacionaria resistem a condicdo de acidez e a
presenca do Al nas solucdes de tratamento, mantendo altos niveis de viabilidade
celular e niveis insignificantes de acumulo de Al.

Nestas células, a viabilidade celular se correlacionou bem com o acumulo de
Al, sendo inversamente proporcional a este. O acumulo de Al foi, portanto, um bom
indicador da sensibilidade das células ao Al.

Nas células sensiveis (fase log), os danos celulares causados pela acidez e
pelo Al apds 2 h de exposi¢ao foram irreversiveis pois as células ndo conseguiram
recuperar o crescimento e a viabilidade celular mesmo quando incubadas em meio
de cultura novo sem Al por um periodo de até 96h.

O uso de sacarose e manitol nas solugbes de lavagens e de tratamento
reduziu o acumulo de Al e aumentou a viabilidade celular nas células da fase log
(sensiveis ao Al). Estes efeitos foram suficiente para que a cultura se recuperasse
quando recolocada em meio de cultura novo e sem Al por 96h.

Nao se sabe ao certo qual o papel destes compostos sobre a célula, mas o
mais provavel é que seja um efeito osmaético e possivelmente relacionado ao turgor
celular.

Em relacéo ao estresse oxidativo, foi possivel relacionar a sua ocorréncia com
a sensibilidade celular ao Al. Quando as células na fase log de crescimento foram

expostas ao Al houve peroxidacao lipidica na membrana plasmatica e aumento nos
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niveis de H,0O,. Nestas células, a peroxidacado de lipidios foi um bom indicador da
sensibilidade das células ao Al.

Nas células da fase log, houve ativagdo do sistema enzimatico antioxidante.
Entretanto, a ativagdo destas enzimas nao impediu a ocorréncia do estresse
oxidativo. As diferengas de estresse oxidativo decorrentes da exposi¢cao a acidez e
ao Al entre células da fase log e estacionaria ndo estdo relacionados ao sistema
antioxidante. As causas devem estar em diferengcas na susceptibilidade intrinseca
das células ao estresse oxidativo. O uso de osmdlitos diminuiu os niveis de
ocorréncia de estresse oxidativo. indicando uma possivel protecdo a membrana
plasmatica, mesmo que indireta.

As células BY-2 na fase estacionaria de crescimento mostraram-se
resistentes a presenca do Al e a condicdo de acidez, ndo havendo acumulo
significativo de Al e nem a presenca de peroxidagao lipidica. Os niveis de H,0, e de
atividade das enzimas antioxidantes foi baixo, ou quase nulo em alguns casos,
mostrando que o sistema antioxidante celular ndo precisou ser ativado, pela
auséncia de Al nas células e pela auséncia de peroxidacéo lipidica.

O sistema antioxidante ndo esta relacionada as diferengas na sensibilidade ao
Al entre células da fase log e fase estacionaria.

As atividades da CAT e da APX foram indicativas de que o sistema
antioxidante foi ativado diretamente para a quebra do perdxido de hidrogénio, a SOD
reduziu os radicais superdxido (mas gerou H>O;), embora as diferengas na atividade
enzimatica detectadas em gel PAGE nao fossem muito expressivas. Identificou-se
duas isoenzimas: Fe-SOD e Mn-SOD.

Curiosamente detectou-se atividade da GST em tratamentos especificos

aplicados em células na fase estacionaria: 80/40 e 80/0 mM sac. Também houve
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metabolizacdo de sacarose nestes tratamentos, evidenciada pelo conteudo de
carboidratos sollveis totais. E possivel que possa estar havendo alteracdes na
programagcao celular, pois na fase estacionaria, as células encontram-se totalmente
expandidas, na espera para o inicio da divisao celular.

O uso do BHA, como um antioxidante lipofilico aplicado as solugcbes de
tratamento e exposicdo das células na fase log de crescimento mostrou que a
peroxidagcao lipidica foi diminuida, porém a viabilidade celular manteve-se baixa
apos a exposicao aos tratamentos com Al e baixo pH e 0 mesmo ocorreu com o
crescimento subsequente a exposicao ao Al e a acidez, exibindo a mesma tendéncia
dos resultados sem BHA e mostrando que a cultura ndo se recuperou mesmo com o
uso de um antioxidante externo.

Isso indica que a peroxidacao lipidica ndo € o primeiro evento a ocorrer dentro
do processo de estresse oxidativo, como ja relataram Yamamoto et al. (2001 e
2002). Uma possivel alternativa para a manutencdo de baixa viabilidade celular
mesmo com uso do BHA seria um efeito danoso sobre as proteinas da membrana,
pois o BHA protege apenas os lipidios. Estudos envolvendo a oxidagdo protéica
seriam adequados para um maior entendimento dos danos causados as células e do
efeito do BHA sobre elas.

Apesar disso, a peroxidacado lipidica parece ser um bom indicador da
sensibilidade diferencial das células ao Al e a acidez. Melhores correlagbes foram
encontradas entre peroxidagao e acumulo de Al do que peroxidagao e concentragao
de H,0,, para todos os tratamentos.

Houve expressao diferencial de spots entre os diferentes tratamentos para as
fragdes enriquecidas de membrana plasmatica, reforcando a importancia do estudo

das proteinas. Nota-se que quando se expds as células a presenca de Al, 0 nimero
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de spots aumentou assim como a expressao de alguns que apareceram nos géis
denominados controle (pH5,6), para células nas duas fases de crescimento
analisadas. Os tratamentos com Al foram os que mais mostraram alteracbes na

expressao de spots.
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Aluminum toxicity is a major soil constraint to food and biomass production throughout the world. Considerable advances in the
understanding of the mechanism of resistance involving exudation of organic acids have been made in recent years. However,
despite intense research efforts, there are many aspects of Al toxicity that remain unclear. This article reviews the features of
the chemistry of Al relevant to its toxicity followed by an examination of the mechanisms of toxicity and resistance. Emphasis,
however, is given to the mechanisms of Al toxicity, since resistance has been covered recently by several reviews. Some topics
which are specifically discussed in this review are: a) The possible role of cellular effects of low pH in Al toxicity, which has
been largely ignored and needs to be addressed; b) The relevance of non-genotypic (cell-to-cell) variations in sensitivity to Al
c¢) Evidence indicating that although Al may well exert its toxic effects in the cell wall, it is highly unlikely that Al does so in a
non-specific manner by mere exchangeable binding; and d) The hypothesis that the primary target of Al toxicity resides in the
cell wall-plasma membrane—cytoskeleton (CW-PM-CSK) continuum has the potential to integrate and conciliate much of the
apparently conflicting results in this field.

Key words: Al uptake and localization, cell wall, cytoskeleton, differential sensitivity to Al, low pH, acidity, plasma membrane.

Avancos recentes na toxicidade e resisténcia ao aluminio em plantas superiores: A toxicidade por Al ¢ o principal fator
limitante a produgdo de alimentos e biomassa no mundo. Avangos consideraveis no entendimento dos mecanismos de resisténcia
ao Al pela exsudagdo de acidos organicos foram obtidos nos ultimos anos. No entanto, apesar da extensa literatura, muitos
aspectos da toxicidade por Al permanecem obscuros. Este artigo revisa suas principais caracteristicas quimicas, relevantes
para a manifestag@o de sua toxicidade, seguida por um exame dos mecanismos de toxicidade e resisténcia. No entanto, énfase
¢ dada aos mecanismos de toxicidade, ja que os mecanismos de resisténcia ja foram assunto de revisdes recentes. Alguns
topicos especificamente discutidos nesta revisao sdo os seguintes: a) O possivel papel dos efeitos celulares de pH baixo sobre
a toxicidade pelo Al, o qual tem sido praticamente ignorado e que necessita ser examinado; b) A relevancia de variagdes ndo
genotipicas na sensibilidade ao Al; ¢) Evidéncias indicando que, apesar do Al poder exercer efeito toxico na parede celular,
¢ pouco provavel que isso ocorra por meio de interagdes inespecificas e meramente adsortivas, e d) A hipdtese de que o alvo
primario do Al reside no continuo parede celular-membrana plasmatica-citoesqueleto apresenta o potencial de poder integrar e
conciliar grande parte dos resultados, aparentemente conflitantes, que existem nessa area.

Palavras-chave: acimulo ¢ localizagdo de Al, baixo pH, acidez, citoesqueleto, membrana plasmatica, parede celular,
sensibilidade diferencial ao Al.

INTRODUCTION occurs only at soil pH values below 5.5 and is most severe

Aluminum toxicity is the most widespread form of in soils with low base saturation, poor in Ca and Mg. It is
metal toxicity to plants and its occurrence is rivaled only by estimated that 40 % of the arable soils of the world are acidic
salinity. Because of its pH-dependent solubility, Al toxicity and therefore present Al toxicity hazards (Von Uexkiill and
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Mutert, 1995). Even more revealing is the fact that most
of these areas are located in developing countries in South
America, central Africa and Southeast Asia (Wood et al.,
2000), where food production can be critical. In Brazil
alone, over 500 million hectares are covered by acidic
soils, comprising roughly two-thirds of its total territory -
the largest area of acidic soils within a single country. Soil
acidity is a natural occurrence in tropical and subtropical
areas, but in temperate zones, it is an increasing problem and
is largely the result of acid rain in the industrial regions of the
USA, Canada and Europe.

Amelioration of acid soils is complicated by the difficulty
in liming subsoil layers and areas covered by perennial crops
or forests, and in developing countries access to capital and
machinery is frequently a further complication. The ultimate
consequence is a relatively shallow root system vulnerable
to drought (Foy et al., 1978). In the case of nitrogen-fixing
plants, soil acidity is even more problematic since their
symbiotic bacteria are also sensitive to Al and acidity
(Hungria and Vargas, 2000).

Because of its unmistakable importance, understanding
the mechanisms of Al toxicity and the mechanisms and genes
conferring Al resistance are highly desirable and have been
the focus of intense research over the past several decades.
Considerable progress has been made in understanding some
mechanisms and genes of Al resistance but the causes of Al
toxicity are still poorly understood (Kochian et al., 2004).

Numerous hypotheses for the mechanism of Al toxicity
have been advanced in the literature (Kochian, 1995;
Richards et al., 1998; Barcelo and Poschenrieder, 2002).
The cellular components and processes which have been
proposed to be affected by Al are wide ranging and some
of the most important include: cell nuclei, mitosis and cell
division (Matsumoto, 2000; Silva et al., 2000), composition,
physical properties and structure of the plasma membrane
(Zhao et al., 1987; Wagatsuma et al., 1995; Zhang et al.,
1997; Ishikawa and Wagatsuma, 1998), uptake of Ca2"
and other ions (Ryan and Kochian, 1993; Liu and Luan,
2001), phosphoinositide-mediated signal transduction and
cytoplasmic calcium homeostasis (Haug et al., 1994; Jones
and Kochian, 1995; Rengel and Zhang, 2003), oxidative
stress (Boscolo et al., 2003; Yamamoto et al., 2003)
cytoskeletal dynamics (Blancaflor et al., 1998; Sivaguru et
al., 1999) and the cell wall - plasma membrane - cytoskeleton
(CW-PM-CSK) continuum (Horst et al., 1999).

Although this review will cover general aspects related to
Al toxicity and resistance, it is our intent to focus especially
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on the mechanisms of toxicity and to point out some aspects
which have been largely ignored in this field. In particular
we emphasize the possible role of cellular effects of low pH
in Al toxicity, the importance of examining non-genotypic
variations in sensitivity to Al and discuss evidence supporting
the possibility that Al interacts with components of the CW-
PM-CSK continuum. The mechanisms of Al resistance have
been the focus of several recent reviews and are referred for a
more detailed account (Ma and Furukawa, 2003; Samac and
Tesfaye, 2003; Kochian et al., 2004).

CHEMISTRY AND BIOCHEMISTRY OF Al
RELEVANT TO TOXICITY

Aluminum is the most abundant metal and the third
most common element in the earth’s crust. Mineral soils
contain large amounts of Al, most of which is locked in
aluminosilicates or Al oxides of the clay fraction and does
not pose a toxicity hazard. Upon soil acidification, a fraction
of this Al becomes soluble and potentially toxic to plants.
Thus, acidic mineral soils are practically synonymous with
Al toxicity.

Aluminum has a high ionic charge and small ionic radius,
resulting in the second largest charge-to-radius ratio (z/r=5.9).
Because of this, Al strongly polarizes the water molecules in
its hydration shell. Aluminum is coordinated by six water
molecules in an octahedral configuration. The high degree of
polarization of the O-H bond can result, depending on the pH
of the medium, in the dissociation of one or more protons:

Al(H,0)** - Al(H,0)s(OH)** + H*

Aluminum therefore undergoes a well-known pH-
dependent hydrolysis series (Orvig, 1993). For simplification,
these forms of Al are represented without designating the
associated water molecules, as in AI** or AI(OH) 3.

The neutral Al hydroxide species, Al(OH),, is the
predominant form of Al at neutral and slightly acidic pH
values. Thus, Al is largely insoluble under these conditions.
At pH values above 7.5, AI(OH)* is formed and Al is
soluble again. Under conditions with a high AlI/OH- ratio,
polynuclear species can form from AI(OH)2*, of which
the “Al,;” tridecameric polycation is probably the most
important (Parker and Bertsch, 1992). In addition, hydrolysis
and solubility of Al can be greatly affected by chelation. A
more detailed treatment of the chemistry and speciation of Al
in soils can be found in Hiradate (2004).

The general principles of the chemistry of Al relevant to
its biological interactions have been established for some
time, nonetheless, the complexity of its speciation along with
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severe methodological limitations in its study (e.g. lack of an
adequate radioisotope and limited resolution and sensitivity
of X-ray microanalytical techniques) have contributed to
make this a challenging field.

Despite its ubiquitous nature, Al is not known to be used
by any organism. Some possible reasons for this were outlined
by Williams (1999). With the exception of those cations that
canundergo changes in valence, such as Fe and Co, biological
systems are apparently incapable of effectively handling free
trivalent cations. The two factors that apparently determine
this are the small size of these cations, which places obvious
limitations upon the stereochemistry of complexation and
the slow ligand exchange rates of these metals (Williams,
1999).

The chemical species of Al that are toxic are presumably
A" and the mononuclear hydroxides, AI(OH)*" and
AI(OH)," (Kinraide, 1991). Although few studies have
been performed, high toxicity has also been attributed to the
“Al,;" tridecameric polycation.

Aluminum is a highly reactive cation with a high ratio of
ionic to covalent character and is thus classified as a class a or
hard (i.e. non-polarizable) cation according to the classifica-
tion scheme of Nieboer and Richardson (1980). Accordingly,
Al binds preferentially to hard negative donor groups.
Fluoride, the most electronegative of the anions, is the pre-
ferred inorganic monodentate ligand. However, since it is not
incorporated into multidentate ligands, it is oxygen containing
moieties of multidentate molecules which bind Al most in-
tensely (Orvig, 1993). The most important ones are carboxyl
(-COOH), hydroxyl (-OH), carbonyl (-CO) and phosphate (-
PO;) groups. Amines are usually important binders of Al only
when part of multidentate ligands such as nitrilotriacetic acid
(NTA) and ethylendiaminetetraacetic acid (EDTA) (Martin,
1992), while sulfhydryl groups do not bind Al strongly even
when part of a chelate ring (Toth et al., 1984). This is a major
reason why phytochelatins and metallothioneins are appar-
ently of little importance for Al toxicity.

The size of cations, rather than charge, is the most
important factor in metal ion substitution (Martin, 1988;
Williams, 2002). Of the biological elements, the Al ion (r =
0.054 nm) is closest in size to Mg?* (r=0.072 nm) and Fe3* (r
=0.065 nm). Aluminum can bind to nucleoside triphosphates
with an association constant 107 times that of MgZ*. Due to
its small size, steric hindrance is also an important factor in
determining the selectivity of Al binding. Therefore, Al is
relatively more competitive in the formation of complexes
with small ligands.

A final property of importance to binding is the fact that
Al has a slow rate of exchange in and out of its coordination
sphere (Orvig, 1993). Ligand exchange rates for Al are of
the order of 1.3 s7!, 105-fold slower than for Mg?* (Martin,
1992).

After having examined the binding properties of Al, it is
crucial to examine the relative concentrations of cations and
ligands in biological systems and how this may determine
the fate of Al. At pH 7.3, the free ion concentration of Al is
limited to about 10719 M, whereas typical free concentrations
of Mg, Ca and Fe in a plant cytoplasm are around 103,
107, and 1017 M, respectively (adapted from Williams,
2002). Therefore, in the cytoplasm, binding of Al to ligands
can become limited due to competition with other cations.
However, it is important to realize that pH is critical in
determining the competitiveness of Al for ligands when
compared to other cations such as Mg and Ca, which do not
alter their solubility with pH.

BIOLOGY AND MECHANISMS OF ALUMINUM
TOXICITY
General effects and symptoms of Al toxicity in plants

The most prominent symptom of Al toxicity is inhibition
of root growth, which can usually be detected within 30 min
to 2 hrs, even at micromolar concentrations of Al (Barcelo
and Poschenrieder, 2002). However, the mechanisms of
this inhibition are not well understood. Aluminum-injured
roots become stubby and frequently acquire a brownish
coloration. Fine branching and root hairs are reduced and
the root system often takes on a “corraloid” appearance.
In the root apex, cracks can easily be observed in the
epidermis. Uneven and radial expansion of cells of the
cortex cause root thickening and mechanical stress on the
epidermis (Ciamporova, 2002).

Cells which have been reported to be affected by Al
are the root cap, meristem, elongating cells, root hairs and
branch initials (Foy et al., 1978; Rengel, 1996). Root tips are
the most Al-sensitive region, as has been demonstrated by
exposing only certain regions of the root to Al (Ryan et al.,
1993). In a more detailed examination, the distal region of the
transition zone (DTZ) was shown to be the most Al-sensitive
root apical region (Sivaguru and Horst, 1998). Inhibition
of root growth is considered to be primarily the result of
inhibited cell elongation, at least in early stages of toxicity,
while reduced cell division can obviously affect growth in
later stages (Kochian, 1995; Barcelo and Poschenrieder,
2002; Ciamporova, 2002).
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Although symptoms of Al toxicity are also manifested
in the shoots, these are usually regarded as a consequence
of injuries to the root system. The most common responses
in shoots to Al toxicity are cellular and ultrastructural
modifications in leaves, reduced stomatal opening, decreased
photosynthetic activity, chlorosis and foliar necrosis. Long-
term exposure to Al and inhibition of root growth generally
lead to nutrient deficiencies, mainly of P, K, Ca and Mg (Haug
and Vitorello, 1996). The ultimate consequence is reduced
plant biomass. With the exception of Al-accumulating plants
(e.g. tea plants and hydrangea) (Jansen et al., 2002; Watanabe
and Osaki, 2002), little Al is transported into the shoot.

Major factors affecting severity of Al toxicity to roots are
the concentrations of Ca?* and other cations in the external
solution, the ionic strength of solutions, temperature, the
presence of chelators, cell type and plant genotype (Foy et
al., 1978; Kinraide and Parker, 1987).

Interactions with low pH — a case of superimposed
stresses

The solubility of Al is appreciable only at pH values
below 5.5. Thus, toxicity to plants occurs only at these low
pH values, with the possible exception of the toxicity of
Al(OH);* at higher pH values (Kinraide, 1990). Despite this,
and in contrast to the large amount of literature on Al toxic-
ity, very little attention has been given to H" toxicity, even
though the latter is well known to be directly detrimental to
root growth (Kidd and Proctor, 2001; Koyama et al., 2001).
As in Al toxicity, H" toxicity is most severe in solutions of
low ionic strength and low cation concentrations, and in-
creasing the concentration of Ca2" and other cations in the
external solution reduces or even abolishes the detrimental
effects of acidity (Marschner, 1991). An evaluation of these
low-pH effects is necessary for greater understanding and
correct interpretation in studies of Al toxicity, but this is
rarely undertaken (Lazof and Holland, 1999; Samac and
Tesfaye, 2003).

At the cellular level, low pH has detrimental and
distinct effects on the plasma membrane, notably enhanced
permeability (Zsoldos and Erdei, 1981; Yan et al., 1992;
Koyama et al., 2001). These membrane effects are in part
responsible for altered patterns of nutrient accumulation
at low pH (Marschner, 1991). Although K* permeates the
plasma membrane more readily at low pH, enhancement of
efflux is greater, resulting in reduced net uptake (Zsoldos and
Erdei, 1981). Low pH-induced membrane permeability can
be alleviated by Ca%" and other cations (Marschner, 1991;
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Kinraide, 1998). Several studies have indicated that Al-
induced stimulation of root growth results from amelioration
of proton toxicity and consequent reduction in membrane
permeability (Kinraide, 1993; Llugany et al., 1995).

Aluminum toxicity is usually evaluated by comparing
elongation of roots exposed to Al at a low pH to controls
without Al but at the same low pH. There are potential
problems in this approach, both for screening of Al-resistant
plants and in Al toxicity studies (Lazof and Holland, 1999;
Samac and Tesfaye, 2003). As pointed out by Lazof and
Holland (1999), Al-resistance may be underestimated in
plants sensitive to H*, since they may show little further
inhibition to Al, or it may be overestimated in plants showing
Al growth-enhancement due to alleviation of H' toxicity.
Obviously, the outcome of results and evaluations depends
on several factors such as pH, the activity of Al and the
sensitivity of the biological specimen. Limited evidence
suggests that plants can be adapted to H" or Al independently
(Lazof and Holland, 1999; Kidd and Proctor, 2001), but more
studies are clearly needed.

Nevertheless, there are several reasons, based both on
experimental evidence and theoretical considerations, which
suggest that an interaction between Al toxicity and the
effects of low pH is likely. Taking this a step further, certain
biological effects of high H* concentrations may actually
play a role in the establishment of Al toxicity.

First, low pH clearly affects the structure of plasma
membranes. As already mentioned, one of the most common
observations is increased membrane permeability, as assessed
by increased solute leakage (e.g. Koyama et al., 2001). This
may have profound consequences for Al toxicity, particularly
regarding access to possible target sites, including the plasma
membrane itself. Alterations in the structure of the plasma
membrane appear to be an important factor in determining
the sensitivity and uptake of Al by roots and cells (Sasaki et
al., 1994; Wagatsuma et al., 1995; Vitorello and Haug, 1996;
Ishikawa and Wagatsuma, 1998; Ishikawa et al., 2001; Ofei-
Manu et al., 2001). In some of these studies, however, it is
not clear whether these alterations were brought about by low
pH or Al. In two of these studies, increased permeability of
the plasma membrane was shown to be caused by low pH.

Low pH may also induce changes in the conformation of
key molecules in the CW — PM - CSK continuum and which
could be crucial in determining toxicity of Al. This would be
somewhat analogous to a current view of Alzheimer’s dis-
ease, where aberrant forms of proteins appear on the exterior
surface of cells where they should not be (Williams, 1999).
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A correlation between H* and Al tolerance was observed
by Ofei-Manu et al. (2001) and a correlation between
membrane permeability (K* efflux) and Al uptake has been
observed in wheat (Sasaki et al., 1994; Souza, 1999).

Second, extracellular acidity increases the permeability
of the plasma membrane to H* (Yan et al., 1998) and can
lower intracellular pH (Plieth et al., 1999; Moseyko and
Feldman, 2001). It is conceivable and perhaps even probable
that these pH changes are greater in the cortical cytoplasm. In
turn, lowering of intracellular pH can dramatically increase
the concentrations of Al relative to other cations, thereby
increasing its competiveness for cellular ligands. The
structure and the binding constants of cellular ligands may
also be affected.

Third, there are several commonalities between Al and
H+ toxicity. Both are influenced by the ionic strength of the
solution and both are alleviated by increasing concentration
of cations, in the following order M3* > M2* > M* (Kinraide,
1993), although this may be a general property of cation
toxicity. More importantly, the regions of the root which are
sensitive to H and Al are similar (Koyama et al., 1995, 2001)
and in tobacco cell suspensions the log phase of growth is
sensitive to both Al and low pH while the stationary phase is
not (Vitorello and Haug, 1996). In both Al and H+ toxicities,
there is a relationship between cellular growth rates and
toxicity (Vitorello and Haug, 1996; Koyama et al., 2001).
Finally, in both cases boron can alleviate toxicity and pectin
appears to play a role in the detrimental effects of both ions
(Schmohl and Horst, 2000; Koyama et al., 2001).

Al uptake and localization in plants and cells

This is an important topic since it is generally accepted
and there is considerable evidence, both in roots and cell
suspensions, that Al uptake is necessary for the manifestation
of toxicity (Yamamoto et al., 1994; Kochian, 1995; Horst et
al., 1999; Matsumoto, 2000), although apparent exceptions
have been reported (Larsen et al., 1996). Therefore,
localization of Al may provide information on mechanisms
of toxicity.

Uptake and distribution of Al at the whole plant and root level:
In most plant species, especially Al-sensitive and crop species,
Al uptake is limited mainly to the root system, where it accu-
mulates predominantly in the epidermis and in the outer cortex
(Wagatsuma et al., 1987; Delhaize et al., 1993; Matsumoto et
al., 1996). The endodermis possibly acts as a barrier and trans-
port to the shoot and leaves is generally small.

However, there are many plant species that accumulate
Al to a considerable extent in the shoot (Jansen et al., 2002;
Watanabe and Osaki, 2002). Such plants, frequently called
hyperaccumulators, are mainly woody plants from tropical
or subtropical regions, such as some species native to the
savannah (cerrado) region of central Brazil (Haridasan
et al., 1986; Haridasan and Dearaujo, 1988). Classic
examples of hyperaccumulators are the tea plant (Camellia
sinensis), hydrangea and members of the Rubiaceae family.
Unfortunately, there is not much information in the literature
as to mechanisms, cellular localization and chemical
forms of the Al which accumulates in these plants. In one
investigation on the chemical form of Al in tea leaves, most
Al was chelated to the catechin group of polyphenols, and
to a lesser extent to phenolic and organic acids and as Al-
F complexes (Nagata et al., 1992). In hydrangea leaves, Al
was found as a complex with citrate (Ma et al., 1997) and
in the hyperaccumulator Melastoma malabathricum it was
bound to oxalate (Watanabe et al., 1998). Even less is known
about the Al species formed after absorption from the soil but
there is evidence that Al may be transported as Al-F species
(Nagata et al., 1993).

Subcellular localization of Al: Whether Al accumulates and
manifests its toxicity within the plant cell or externally, in the
apoplast, has been a major topic of interest and controversy
because of its implication to models of Al toxicity (Delhaize
and Ryan, 1995; Kochian, 1995; Haug and Vitorello, 1996).
In recent years, however, this debate seems to have subsided,
perhaps because more attention has turned to the topic of Al
resistance.

Aluminum has been found in the nucleus, presumably
bound to DNA (Matsumoto et al., 1976), while it has been
reported by others to be localized solely or predominantly in
the cell wall (Marienfeld and Stelzer, 1993; Ownby, 1993;
Marienfeld et al., 1995). This ambiguity is possibly in part
due to differing experimental conditions, some of which may
have been inadvertently flawed (Kochian, 1995). Earlier
reports employed long periods of exposure to Al, which
raises questions as to the integrity of the cells, and/or high
concentrations of Al, which in turn raises questions as to
precipitation of Al in the cell wall.

Major limitations to resolve these issues of subcellular
localization have been largely methodological. Reasons for
this are the complex chemistry of Al and interactions with the
cell wall, the lack of a suitable Al radioisotope (Rengel, 1996)
and the limited sensitivity and resolution of microanalytical
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techniques, viz. X-ray microanalysis (Lazof et al., 1994).
The latter is relatively poor because of the interactions of
the radiation with the specimen layer and distortions in the
cell samples during preparation. Finally, the effectiveness of
chelator (citrate or EDTA) washes in removing Al from the
cell wall has been a point of discussion (Rengel, 1996).

Attempts to circumvent these limitations and to address
the problem of Al uptake and its cellular site of accumulation
have been based on various strategies. One approach,
based on the kinetics of short-term Al uptake, attempted
to distinguish cell wall Al from uptake across the plasma
membrane based on the biphasic behavior of Al uptake
(Pettersson and Bergman, 1989; Zhang and Taylor, 1989;
Zhang and Taylor, 1990). The rapid, initial, non-linear
phase of uptake was interpreted as being accumulation of
exchangeable Al in the cell wall, and could be desorbed with
citrate (Zhang and Taylor, 1990). The slower, second phase
of uptake was linear and interpreted to be uptake across
the plasma membrane (Pettersson and Bergman, 1989) or
metabolism-dependent accumulation in the cell wall (Zhang
and Taylor, 1990).

A second approach has employed a relatively new and
sophisticated microanalytical technique, secondary-ion mass
spectrometry, to detect Al in root tips exposed to Al. This
method was estimated to have a spatial resolution of about
2 pum, which is perhaps one order of magnitude better than
X-ray microanalysis (Lazof et al., 1994).

A third approach has made use of dyes which present
enhanced fluorescence upon binding to Al, such as morin
(Vitorello and Haug, 1997) and lumogallion (Silva et al.,
2000). This approach probably offers the best resolution to
date for localization of Al, it is amenable to confocal micro-
scopy, it is simple to perform and little specimen preparation
is required or even in vivo observations in the case of morin
are possible (Vitorello and Haug, 1996). The major disad-
vantage of this approach may be the fact that it depends on
complex formation with Al and thus competition with other
ligands may affect results. Despite this, in the case of morin,
good correlations between fluorescence signals and graphite
furnace atomic absorption spectrometry (GFAAS) have been
encountered (Vitorello and Haug, 1997).

Finally, a fourth approach has employed the giant alga Chara
corallina. In these cells, separation of cell wall and symplasm
can be surgically performed and therefore uptake across the
plasma membrane can be assessed (Taylor et al., 2000).

In general, the various studies have made the case that Al
can indeed enter the cytoplasm. However, whether this leads
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to toxicity is not clear, especially in view of recent studies
showing a good relationship between Al binding to pectin
and inhibition of cell elongation (Schmohl and Horst, 2000).
As discussed below, an intermediate scenario may be more
likely, where Al accumulates and binds to components of the
CW-PM-CSK continuum.

It is clear that Al can indeed accumulate in the nucleus
(Silva et al., 2000), even at low Al concentrations and short
exposure periods. However, it must be shown that this occurs
in cells before loss of viability or in which the intracellular
pH has not decreased (see above section on interaction with
low pH).

In the case of the hypothesis of binding to the cell wall,
the mere electrostatic binding of Al to the cell wall is unlikely
to be a significant mechanism of toxicity. First, several
studies show a relationship between non-exchangeable Al
in the cell and toxicity (e.g. Archambault et al., 1997), and
it is this form of cell-associated Al which is considered in
most studies of Al uptake since a chelator wash is usually
performed at the end of the Al-exposure period. If Al is
prevented from accumulating in cells by different chelators,
it should be possible to remove Al which is complexed to the
surface by washes with the same chelators. Second, several
studies and observations show that Al does not accumulate
in isolated cell walls in a non-exchangeable manner (Zheng
et al., 2004). Indeed, Al is not observed to accumulate in the
cell walls of plasmolyzed cells (Vitorello and Haug, 1996).
An associated protoplasm is necessary for this to occur.
Work by Zhang and Taylor (1991) is a very good example
of the latter. In other words, cell-mediated (i.e. protoplasm-
mediated) processes must occur for Al to accumulate in a
non-exchangeable manner, including Al in the cell wall.
This could be, for example, the synthesis of new cell wall
material, where Al might become occluded from exchange
processes.

Third, there are a number of studies and evidence
indicating a role of the plasma membrane in Al uptake.
Increased permeability of the plasma membrane at low pH
has been correlated with Al uptake (Ishikawa et al., 2001;
Ofei-Manu et al., 2001) and decreased cell turgor decreases
Al uptake (Vitorello and Haug, 1996). Metabolic inhibitors,
such as 2,4-dinitrophenol (DNP) or m-chlorocarbonylcyanie-
phenyl hydrazone (CCCP), increase Al uptake (Wagatsuma,
1983; Zhang and Taylor, 1991; Rincon and Gonzales, 1992).
This was initially proposed to be due to an energy-dependent
exclusion mechanism but it could also be due to increased
membrane permeability (Taylor et al., 2000).
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Non-genotypic variations in cellular sensitivity to Al

An important but overlooked and underexplored
realization is that cells of a same individual, organ or
tissue differ in their sensitivity to Al depending on their
developmental or cellular state. This is true for both plant and
mammalian cells. In several cases, differences in sensitivity
can be quite large even without obvious cellular changes.
Thus, there are important non-genotypic factors which
determine sensitivity to Al.

In plants, this has been known for some time, since
symptoms are manifested mostly in root tips, however
only recently has this been more appreciated and actually
demonstrated experimentally (Ryan et al., 1993). Such
examinations have been furthered and an important study is
that of Sivaguru and Horst (1998) which established the distal
part of the transition zone (DTZ) as the most Al-sensitive
region of the root. Thus, sensitivity of cells to Al changes
as cells transit through the root tip. Transversal differences
in sensitivity probably exist likewise, the epidermis being
the most sensitive (Ciamporova, 2000; Ciamporova, 2002)
but this has not yet been clearly established, especially since
apparent differences may be due to differences in proximity
to the external Al-containing solution. Root hairs and
neighboring epidermal cells also show distinct differences in
sensitivity to Al (Jones et al., 1995).

Differences in the effects of Al on cells within roots were
reviewed by Ciamporova (2002). In this review, Al uptake
was found to differ between cell types and was largely
responsible for the different effects of Al on these cells.
Epidermal and cortical cells were mostly shorter and wider
than the cells in control roots and within the root cortex,
individual cells or a few cells of a file had severely damaged
cytoplasm, in contrast to almost undisturbed cytoplasm of
adjacent cells (Ciamporova, 2000). Root hairs are generally
very sensitive to Al, but the degree of severity depends
greatly on its physiological activity (Care, 1995; Jones et al.,
1998). Root hairs which had completed their elongation were
less sensitive to Al (Sattelmacher et al., 1993).

More recently, differences in Al sensitivity between tap
and basal roots of common bean seedlings (Shen et al.,
2004) and seminal and crown roots of rice nursery seedlings
(Nagasaka et al., 2003) were examined. These differences
were suggested to be due to exudation of organic acids,
but this has not been demonstrated. It should be noted that
differences in sensitivity to Al along the root axis cannot
be explained by differences in exudation of organic acids,
since exudation is most intense in the root apex, the most Al-

sensitive region of the root (Delhaize et al., 1993; Pellet et
al., 1995; Mariano and Keltjens, 2003), or at least not enough
to justify the large differences in sensitivity between the tip
and the rest of the root. Therefore, exudation of organic acids
may explain differences in Al resistance between genotypes,
but probably not between cell types of the same root.

The importance of these observations is that such
cell status-dependent changes in Al sensitivity offer new
opportunities to examine the mechanisms of Al toxicity and
resistance, and may represent a new or a shift in paradigm
for Al toxicity research. So far, this approach seems to
have been largely underexplored. Obviously, examining
these differences may be somewhat difficult considering
the complexity and heterogeneous nature of these tissues
(both longitudinally and transversally), in which sensitive
and resistant cells may be mixed among each other. The
feasibility of this approach will depend either on advances in
techniques for the study of single (or few) cells or on the use
of alternative experimental systems.

Differences in sensitivity to Al can also be found in
plant cell cultures and may offer such an alternative system
to the root. Tobacco cells in the log-phase of growth are
Al-sensitive but cells in the stationary phase are not
(Yamamoto et al., 1994; Vitorello and Haug, 1996; Sivaguru
et al., 1999). It is also possible to alter Al sensitivity by
manipulating plant cells. Cultured cells in the log phase of
growth acquire Al resistance when submitted to phosphorus
starvation (Yamamoto et al., 1996) or when inorganic salts
are removed from the growth medium (Vitorello and Haug,
1999). Sensitivity to Al was also found to be modulated by
manipulating the pectin content and pectin methylesterase
activity in Zea mays and Solanum tuberosum cell cultures
(Schmohl and Horst, 2000; Schmohl et al., 2000). Differences
in sensitivity can also be found between mammalian cells.
Undifferentiated and differentiated human neuroblastoma
cells showed marked difference in Al sensitivity (Verstraeten
et al., 2002).

Several reports have now established a general relation-
ship between cellular growth and expansion and sensitivity
to Al (Vitorello and Haug, 1996; Sivaguru et al., 1999) or
present data that are suggestive of this (Chang et al., 1999;
Vazquez et al., 1999). It is interesting to note that some of the
cell types mentioned above as being sensitive to Al have high
relative growth rates. Ivanov (1997) reported that cells of the
DTZ have the highest relative growth rates along the root
axis. Likewise, root hairs are among the fastest elongating
plant cells. It is also interesting to note that localized changes
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in apoplastic and cytoplasmic pH, which can be decisive
for Al toxicity, are frequently observed and associated with
cellular growth process, such as root hair development in
Arabidopsis thaliana (Bibikova and Gilroy, 2002).

The relationship to cell growth and Al-sensitivity makes
sense in light of some current views of the mechanisms of Al
toxicity, as discussed below, but also brings about important
implications for the interpretation of results in this field,
particularly evaluation of Al resistance.

Primary mechanisms of Al toxicity

The search for the primary target(s) of Al injury and thus
a complete understanding of the mechanisms of Al toxicity
is an important area in Al toxicity studies, but this aspect still
remains elusive. Many hypotheses have been advanced, but
they all need to be supported by more convincing evidence.
Part of the problem may be that it is possible or even
likely that Al may have more than one primary target. It is
difficult to adequately cover all possible mechanisms in a
single review. Nonetheless, hypotheses on the mechanisms
of Al toxicity can be roughly divided into those affecting
phosphate and/or nucleotide metabolism, cell wall structure
and function, membrane structure and function, membrane
transporters, cytoskeletal dynamics, signal transduction and
oxidative stress.

Aluminum is capable of binding tightly to DNA,
presumably to its phosphate backbone, or alternatively to
associated histones (Matsumoto, 1991) and this led to one
of the earlier hypotheses of toxicity, that cell division was
impaired because of interactions of Al with nuclear DNA.
Aluminum also has a high binding affinity to free nucleotide
triphosphates and a model for Al toxicity based on its binding
to ATP in the cytoplasm was proposed (Pettersson and
Bergman, 1989).

Aluminum has also been shown to alter the structure of
the plasma membrane (Zhao et al., 1987) and has pronounced
effects on ion fluxes across the membrane, particularly Ca2*
uptake (Liu and Luan, 2001). Aluminum was also shown to
affect membrane physical properties in Neuroblastoma cells
(Verstraeten et al., 2002).

Aluminum toxicity has frequently been linked to CaZ*
(Rengel, 1992; Rengel and Zhang, 2003) either because
of Al-induced perturbations in cellular Ca?* metabolism
or because of Ca2" amelioration of Al toxicity (Kinraide
and Parker, 1987). Several investigations found Al-induced
alterations in the structure of calmodulin, the chief mediator
of intracelular Ca?* signaling and initiated considerable
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research on the role of calmodulin in Al toxicity (Haug and
Vitorello, 1996). More recently, phosphoinositide-mediated
signal transduction, a pathway which also involves Ca?*
as an intracellular messenger, has been investigated as a
primary site of Al toxicity in mammalian (Haug et al., 1994)
and plant cells (Jones and Kochian, 1995; Jones et al., 1995).
In both cases Al treatment presumably inhibited the activity
of phospholipase C or possibly the action of the trimeric G-
protein.

Considerable evidence has emerged in the literature in
recent years, both in plants and animals, that Al promotes
oxidative stress in cells, although perhaps certain conditions
are required for this to occur. In plants, evidence for this
includes the promotion of lipid peroxidation (Cakmak
and Horst, 1991; Yamamoto et al., 2001), the expression
of oxidative stress genes (Richards et al., 1998; Milla et
al., 2002) and the amelioration of Al toxicity in plants
transformed with oxidative stress genes (Ezaki et al., 2000).

However, whether Al-induced oxidative stress is a
primary or secondary effect is still a matter of debate and
continued investigation. Although lipid peroxidation has
been frequently observed (Ono et al., 1995; Peixoto et al.,
2001) and is an early symptom, Yamamoto et al. (2001)
argued that it was not a primary cause of Al toxicity.

Although oxidative stress is well known to be induced
by heavy metals, the pro-oxidant activity of Al, a non-
redox-active metal, is intriguing. The mechanisms of this
pro-oxidant activity have been reviewed by Zatta (2002)
and Exley (2004). Since Al cannot induce oxidative stress
directly, it must do so by its influence on the substrates of
oxidation, such as membrane lipids, on other pro-oxidants,
such as iron, or on the oxidant itself, such as the superoxide
radical anion (Exley, 2004). It is not yet known which of
these mechanisms operate in cells.

In the plant literature, Al-induced oxidative stress has
been most commonly attributed to alterations in membrane
structure by Al, which would then favor radical chain
reactions mediated by Fe ion (Yamamoto et al., 2002). This
is not surprising, given that Al is known to affect membrane
structure and the presence of iron has been shown to increase
membrane peroxidation induced by Al (Ono et al., 1995;
Yamamoto et al., 1997). The effects of Al on the antioxidant
system of the cell cannot be dismissed, and such studies
are emerging in the literature (Devi et al., 2003; Guo et al.,
2004), however, it must be kept in mind that activation of the
cellular antioxidant system is a general stress response and
may not be specific to Al toxicity.
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One of the most interesting hypotheses is that the primary
site of Al toxicity resides in the CW-PM-CSK continuum
(Horst et al., 1999). This hypothesis is attractive because it
is perhaps the only one with the potential to integrate and
conciliate much of the apparently diverse and conflicting
information which has accumulated on Al toxicity. Some of
the reasons which favor this hypothesis are listed:

a) The current view is that the cell wall, plasma
membrane and cytoskeleton are interconnected, in a manner
which must still be fully elucidated, and that perturbations
in one component may have profound effects on another.
This may possibly accommodate the fact that there is very
good evidence that Al interacts with the cell wall (Schmohl
and Horst, 2000) the plasma membrane (Ishikawa and
Wagatsuma, 1998) and cytoskeleton (Blancaflor et al., 1998;
Sivaguru et al., 1999);

b) This hypothesis can conciliate the localization of Al at
the periphery of the cell (Vitorello and Haug, 1996) with the
involvement of the plasma membrane and requirement of a
protoplast for the non-exchangeable uptake of Al

c) It may also be capable of explaining the general
relationship between growth rates and sensitivity to Al and
also why certain cell types are more sensitive to Al, such as
cells of the DTZ and root hairs.

However, the exact nature of this target is not known.
Nonetheless, it would be expected to be a component that
is interconnected with other components of the continuum.
Unfortunately, our knowledge of this system is still poor but
its components and workings are quickly emerging (Baluska
et al., 2003). There are probably plenty of potential targets
for Al in this system. It is at least curious that the expression
of a cell wall-associated receptor kinase (WAK) was reported
to be induced by Al (Sivaguru et al., 2003).

Cellular responses to Al toxicity and Al-induced genes

How do plant cells respond to Al exposure? Responses
at the cellular level are wide-ranging. In principle, the more
immediate the response, the more likely that it is related
to the primary mechanism of toxicity or to a mechanism
of resistance, thus the interest in understanding cellular
responses to Al toxicity. However, the distinction between
the effects of toxicity and the cellular response triggered by
toxicity are not always clear. To illustrate, are changes in
levels of free intracellular calcium a result of toxicity or are
they the beginning of a cellular response?

One well-known Al-induced cell response is the synthesis
of callose which is frequently used as an indicator for Al-

induced stress (Horst et al., 1997). But it is not generally
considered very specific nor do all cells synthesize this
compound in response to Al

Changes in gene expression can be, in general, regarded
as a cellular response rather than an effect, although in
principle that may not actually be the case. Information on
Al-induced gene expression may allow the understanding
of mechanisms of toxicity and resistance. Among the first
studies to examine Al-induced genes are those of Gardner
(Snowden and Gardner, 1993).

Al induces the synthesis of several proteins (Basu et al.,
1994) and also the expression of several genes (Snowden and
Gardner, 1993; Snowden et al., 1995). Some of these proteins
have been identified and include phenylalanine ammonia-
lyase, metallothionein-like proteins, proteinase inhibitors
and asparagine synthetases (Snowden et al., 1995). Thus,
in general, the proteins synthesized and the genes expressed
in response to Al appear to be general stress- or wound-
response proteins and genes (Sugimoto et al., 2004). But
there are also other genes which may be induced by Al and
which are promising for resistance, particularly transporters
for organic acids (Sasaki et al., 2004).

Perhaps the most comprehensive analysis of Al-induced
gene expression was performed by Milla et al. (2002) which
expanded considerably on the 45 genes previously identified
and reported to be regulated by Al. This work confirms many
aspects of earlier studies, such the involvement of oxidative
stress genes (Richards et al., 1998) but also confirms more
recent aspects. Of particular importance is the discovery of
the effect of Al on genes involved with cell division and
elongation genes, oxidative stress and iron metabolism.

ALUMINUM RESISTANCE

It has been known for a long time that many plant species,
including crop plants, show wide variability with respect to
their resistance to Al, and this has been exploited to obtain Al-
resistant varieties. The understanding of the mechanisms and
genetics of Al resistance has advanced considerably over the
last decade and traditional screening and breeding programs
have resulted in considerable success over the years. Because
of the large areas of acid soils and the importance of this
constraint in Brazil, the collection of acid-soil resistant
Brazilian plant varieties are among some of the best in the
world.

One problem, however, is how to evaluate Al resistance.
The most widely used methods use relative root growth in Al
at low pH compared to growth in low pH alone. However,
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as discussed above there are several problems associated
with this approach (Lazof and Holland, 1999). Aluminum
resistance studies should take the detrimental effect of
acidity into consideration and appropriate controls designed.
Screening methods for identifying Al-resistant plants and
their inherent limitations were reviewed by Samac and
Tesfaye (2003). They raise the point that slower growing
plants tend to be selected as Al-resistant (DallAgnol et al.,
1996), which is consistent with the previously mentioned
link between cellular sensitivity to Al and rate of growth.

These observations raise questions as to the correlation
between adaptation to soils with high levels of Al and
screening for Al resistance in nutrient solutions. Thus,
knowledge on the mechanisms of Al toxicity is also
important because it can contribute to the development of
more accurate screening procedures via improved criteria for
the determination of resistance and also for the development
of Al-resistant plants.

Genetics and inheritance of Al resistance

The inheritance and genetics of Al resistance has been
examined mostly in cereals of the Triticeae. From these
studies it was found that in some species, such as in wheat
or rye, that Al resistance is determined by one or a few genes
(Berzonsky, 1992), whereas in other species such as rice or
maize it is multigenic and quantitative (Kochian et al., 2004).
However, there is an increasing awareness that Al resistance
is more likely a multigenic trait.

Until recently, no Al-resistance gene had been cloned.
However, Sasaki et al. (2004) cloned a gene with properties
of an Al-induced channel and subsequently transformed
barley and obtained high levels of resistance (Delhaize et al.,
2004). This may be the first Al resistance gene to have been
cloned.

Cellular mechanisms of Al resistance

The mechanisms for resistance, like those for toxicity, are
not entirely known, but at least one mechanism, the secretion
of organic acids, is now reasonably well established and
understood (Kochian et al., 2004). Good evidence for this
mechanism initially came from three independent groups
that demonstrated that malate-secretion is enhanced in Al-
resistant cultivars compared to Al-sensitive ones (Delhaize et
al., 1993; Basu et al., 1994; Pellet et al., 1995).

Several studies have attempted to overexpress either
citrate synthase or malate dehydrogenase, with the intended
purpose of increasing organic acid exudation (de la Fuente
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etal., 1997; Koyama et al., 2000; Tesfaye et al., 2001; Anoop
et al., 2003), or general stress genes (Ezaki et al., 2000; Basu
et al., 2001). However, the increases in Al resistance have
been modest or results have not been reproducible (Delhaize
et al., 2001). The latter is not entirely surprising given that it
would not be expected that a single enzyme should change
the levels of highly regulated metabolites such as organic
acids. From this, it follows that if Al resistance is indeed
determined by organic acid exudation then it is not surprising
that multiple genes are involved.

More recently, barley plants transformed with a gene
(ALMTT) encoding a putative malate transporter were found
to be more resistant to Al (Delhaize et al., 2004). This perhaps
makes more sense, given that this could increase exudation
without necessarily changing cytoplasmic metabolite
concentrations.

However, the results presented above must be contrasted
with the fact that transformation of plants with several
different general stress genes can also confer Al resistance
to these plants, some of which have no obvious relation to
any mechanism of Al resistance (Pellet et al., 1996; Pellet
et al., 1997; Ezaki et al., 2000; Tesfaye et al., 2001; Ezaki
et al., 2004). One fact that must be looked at carefully is the
relation between rate of cell growth and Al toxicity and the
fact that most if not all of these genes could be expected to
affect cell growth rates since organic acids are important in
metabolism

Despite the large number of studies in support of an
organic acid mechanism of resistance, this issue is probably
far from over. There are several observations that do not fit
the model. The most important is that several Al-sensitive
plants have high levels of organic acid secretion (Kochian
et al., 2004). Rice plants also did not show increased Al
resistance, despite increased organic acid efflux (Sasaki
et al., 2004). How good is the correlation between organic
acid exudation and resistance to Al? How well has it been
quantified? These are important questions which have been
discussed by Mariano and Keltjens (2003). There is of
course, the case in which there are Al-resistant plants which
do not show enhanced organic acid exudation, such as Signal
grass (Brachiaria decumbens) for example (Wenzl et al.,
2001). Similar results have also been found in some soybean
cultivars (Nian et al., 2004). Therefore, there is clearly
evidence for the existence of other resistance mechanisms
also.

Unfortunately, the mechanisms of Al resistance in species
native to acid soils are much less studied. Such species are
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commonly divided into Al excluders and accumulators.
The accumulation of Al, and thus, internal mechanisms
of resistance have received more attention (Watanabe and
Osaki, 2002). Exclusion mechanisms of plants native to
acid-soil regions are largely unknown, although CIAT is
undertaking an effort to examine this in Brachiaria species
(Ishitani et al., 2004).
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