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O Al é um metal que apresenta efeito toxico no crescimento de plantas em solos &cidos. Nesses
solos, com pH abaixo de 5,5, 0 Al encontra-se na forma trivalente AI**, a qual pode comprometer
o crescimento radicular, além de afetar processos fisiologicos e bioquimicos das plantas. As
culturas cereais sdo bastante afetadas por essa toxicidade, sendo a aveia uma das espécies que
apresenta maior tolerancia para se desenvolver em solos acidos. Dessa maneira, 0 objetivo desse
estudo foi avaliar e comparar as respostas do sistema antioxidante de trés genotipos de aveia in
vitro e verificar se esses parametros tem papel importante no mecanismo de tolerancia a presenca
do aluminio para cada genétipo. Para o estudo foram selecionados duas cultivares comerciais de
aveia (URS Charrua e URS Guria) e uma cultivar com caracteristicas de tolerancia bem
estabelecidas (UFRGS 17), obtidas através do Programa de Melhoramento de Aveia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Esses gendtipos foram expostos a 740 uM
de Al durante cinco dias, mantidos em sala de crescimento com temperatura e luminosidade
controladas. O experimento constituiu-se de seis grupos, UFRGS 17 controle (CTL), URS
Charrua CTL e URS Guria CTL que ndo foram expostos ao Al e de UFRGS 17 Al, URS Charrua
Al e URS Guria Al que foram expostos & presenca do Al. Cada grupo apresentava quatro
replicatas com 80 plantulas cada. Apos o periodo de 5 dias as plantas foram coletadas e separadas
em parte aérea e raiz, para a realizacdo das analises de atividade das enzimas catalase, superdxido
dismutase, guaiacol peroxidase, além de verificar a concentracdo de pigmentos e os niveis de
peroxidacdo lipidica e peroxido de hidrogénio. Foi possivel observar que a concentracdo de
pigmentos ndo foi alterada em nenhum gendtipo na presenca ou ndo de Al. Porém houve uma
reducdo na atividade da enzima CAT nos gendtipos UFRGS 17 e URS Charrua em folha e URS
Charrua em raiz. A enzima SOD apresentou uma reducao na atividade nos genotipos UFRGS 17,
URS Charrua e URS Guria em folha e URS Charrua e URS Guria em raiz. Ja a enzima GPOX néo
sofreu alteracGes com a exposicdo ao metal. Os niveis de peroxidacdo lipidica e perdxido de
hidrogénio também ndo sofreram mudancas significativas com a exposi¢do a toxicidade do Al.
Pode-se sugerir que a enzima GPOX esta atuando para a manutencdo dos niveis de H,O, e de
peroxidacao lipidica, visto que essa enzima desempenha importante papel em estresses causados
por metais, quando a CAT, por exemplo, tem sua atividade reduzida pela toxicidade do metal.
Torna-se importante considerar que os gendtipos responderam de forma diferente a exposicao ao
Al, 0 que demonstra que os mecanismos de tolerancia ndo ocorrem da mesma forma, além disso,
outras enzimas do sistema antioxidante podem estar atuando para o controle do estresse oxidativo
e outros mecanismos podem estar atuando frente a toxidez do Al.

Palavras-chave: Avena sativa L. Aluminio. Enzimas antioxidantes. Estresse oxidativo.
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Aluminum (Al) is a metal that presents toxic effect on plant growth in acidic soils. In these soils,
with pH under 5.5, Al can be found in its trivalent form (AI**), which might compromise the root
growth, as well as affect the plant physiological and biochemical processes. Cereal crops are
highly affected by this toxicity, being Avena spp one of the most tolerant species to develop in
acidic soils. Thus, the objective of this research was to evaluate and compare antioxidant system
responses of three oat genotypes in vitro and verify if these parameters have an important
participation on aluminum presence tolerance mechanism for each genotype. For this study, two
commercial cultivars of oat (URS Charrua and URS Guria) and a known tolerant cultivar
(UFRGS17) were selected through a program called Programa de Melhoramento de Aveia of
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). These genotypes were exposed to 740 uM
of Al during five days and maintained in a growth room under controlled temperature and
luminosity. The experiment consisted of six groups: UFRGS 17 control (CTL), URS Charrua
CTL and URS Guria CTL were not exposed to Al; UFRGS 17 Al, URS Charrua Al and URS
Guria Al were exposed to Al. Each group presents four replicates with eighty seedlings. After a
period of five days, the plants were collected and separated in shoots and roots for the analysis of
CAT, SOD, GPOX, pigment content, lipid peroxidation and H,O; levels. Pigment concentration
did not present changes in all genotypes, either in presence or lack of Al. However, CAT and
SOD enzyme activities were reduced in Al presence and GPOX activity, presenting no changes in
Al presence or absence. However, there was a reduction on CAT enzyme activity, on genotypes
UFRGS 17 and URS in shoots and URS Charrua in roots. SOD enzyme presented a reduction on
activity in UFRGS 17, URS Charrua e URS Guria shoots genotypes and URS Charrua e URS
Guria in roots. On the other hand, GPOX enzyme was not suffered any changes with metal
exposure. Lipid peroxidation and H,O, levels had no alterations after the exposure to metal.
GPOX could act maintaining H,O, and lipid peroxidation levels, because its enzyme plays an
important role in stress by metals when CAT, for example, has its activity reduced by metal
toxicity. It is important to consider that genotypes responded in different forms to Al exposure,
which demonstrates that tolerance mechanisms used for each genotype do not occur similarly.
Moreover, other antioxidant system enzymes can be acting to control the oxidative stress, along
with other mechanisms that can be acting under Al- toxicity.

Keywords: Avena sativa L. Aluminum. Antioxidant enzymes. Oxidative stress.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de um
manuscrito, o qual se encontra no item Manuscrito. As se¢Bes Materiais e Métodos,
Resultados, Discussdo e Referéncias encontram-se no proprio manuscrito e representam a
integra deste estudo.

O item Conclusdes encontra-se no final desta dissertacdo e apresenta interpretagdes e
comentarios gerais sobre 0 manuscrito contido neste trabalho.

As bibliografias referem-se somente as citacdes que aparecem nos itens introducéo e
revisao da literatura desta dissertacao.

O manuscrito esta estruturado de acordo com as normas da revista cientifica para o

qual foi submetido: Biometals.



1 INTRODUCAO

Pesquisas sdo desenvolvidas com vérias culturas agricolas, buscando compreender os
mecanismos que estdo envolvidos na capacidade que algumas plantas possuem de se
desenvolver em solos com altas concentragdes de aluminio (Al). Dentre essas culturas os
cereais sdo o grande foco das pesquisas, pois sdo amplamente afetados pela toxicidade desse
metal. Um cereal que apresenta grande toleréncia ao Al, ou seja, grande habilidade de se
desenvolver em solos &cidos, com alta concentracdo de aluminio é a aveia (NAVA et al.,
2006).

Este cereal tem alto teor proteico e pode ser utilizado tanto na alimentacdo animal,
quanto na alimentacdo humana, além disso, pode ser utilizado em cobertura de solo, o que
auxilia no enriquecimento com compostos nitrogenados. A Avena sativa tem sido amplamente
estudada na busca de esclarecimentos dos mecanismos de tolerancia e de genes que possam
estar envolvidos nesse processo, ou que possam ser afetados pela toxicidade do metal
(CASTILHOS et al., 2011; PEREIRA et al., 2013).

O Al é um dos elementos mais presentes no solo na forma de complexos como, por
exemplo, o hidréxido de aluminio. Porém, em condicBes de solos acidos esse metal pode

adotar sua forma soltvel AP

, que pode ser extremamente toxico para o desenvolvimento de
plantas no solo. Ocasionando comprometimento na produtividade em lavouras, além da
reducdo do crescimento de raiz, o que ira limitar a busca de agua e nutrientes pela planta,
danificar o sistema fotossintético, alterar a homeostase celular e levar, de forma indireta, a
uma condicgéo de estresse oxidativo (HARTWIG et al., 2007; CHEN et al., 2010; PEREIRA
etal., 2013).

Os processos de melhoramento genético passam por pesquisas que buscam descrever
0s meios de ocorréncia dessa tolerancia e quais 0s genes podem estar envolvidos. Visando
selecionar as caracteristicas que tornam as plantas mais aptas a se desenvolver em diferentes
condicdes ambientais. Nesse sentido, essa pesquisa busca comparar 0S mecanismos
antioxidantes de duas cultivares comerciais de aveia a resposta antioxidante de um cultivar
Al-tolerante ja conhecido. Dessa forma é possivel verificar se o sistema antioxidante tem

participacdo crucial na toleréncia ao Al nessas plantas.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo desse estudo foi avaliar as respostas do sistema antioxidante dos genotipos
de aveia UFRGS 17, URS Charrua e URS Guria e compara-las, além de verificar qual a
importancia desses parametros no mecanismo de tolerancia a presenca do aluminio para cada

gendtipo in vitro.

2.2 Objetivos especificos

e Quantificar a concentracdo de pigmentos fotossintéticos em gendétipos de aveia
UFRGS 17, URS Charrua e URS Guria, expostos ao aluminio.

e Auvaliar o status antioxidante através das enzimas catalase, superdxido dismutase e
guaiacol peroxidase nos genotipos de aveia UFRGS 17, URS Charrua e URS

Guria, expostos ao aluminio.

e Determinar os niveis de peroxidacdo lipidica em genotipos de aveia UFRGS 17,
URS Charrua e URS Guria, ap6s a exposicdo a concentragcdo de 740 puM de

aluminio.

e Comparar as respostas nos diferentes genotipos e verificar se seguem o padrdo de

classificacdo morfologica de tolerancia ao Al dos mesmos.



3 DESENVOLVIMENTO

3.1 Revisdo da Literatura

As cultivares de aveia lancadas nas décadas de 1950, 1960 e no inicio de 1980, assim
como as primeiras cultivares introduzidas no Brasil, apresentavam caracteristicas de plantas
essencialmente forrageiras, com ciclo de desenvolvimento tardio, baixo rendimento e
qualidade de grdos, quando comparadas com as cultivares desenvolvidas na década de 1990
(BARBOSA NETO et al., 2000). Desde entdo, este cereal tem recebido grande atencdo quanto
a sua aplicabilidade como alimento de exceléncia para 0 consumo humano, em funcgéo de
apresentar uma composicdo quimica e estrutural do grdo Unica dentre todos os cereais. De
acordo com Hawerroth et al. (2014), os cultivares de aveia representam uma excelente
alternativa de diversificacdo e contribuicdo para a efetividade econ6mica do sistema
produtivo.

A aveia (Avena spp.), pertencente a familia Poaceae, subfamilia Poideae, tribo
Avenae, apresenta diversas espécies, como aveia branca (Avena sativa L.), tendo evidéncias
de surgimento na Asia e Oriente Médio (HAWERROTH et al., 2014). Inicialmente a aveia era
considerada uma planta invasora em lavouras de trigo (Triticum spp.) e cevada
(Hordeum spp.). Conforme essas espécies foram levadas a ambientes mais frios e imidos, a
aveia foi ganhando competitividade, sendo entdo domesticada como lavoura alternativa,
conquistando espago como uma importante cultura para a subsisténcia humana e animal
(COFFMAN, 1961).

A aveia representa uma das principais forrageiras anuais utilizadas na formacao de
pastagens no periodo de outono/inverno, sendo cultivada de forma isolada ou associada com
outras espécies forrageiras de clima temperado, em fungéo da sua alta capacidade de producéo
de matéria seca, qualidade da forragem, resisténcia ao pisoteio e baixo custo de producdo
(MACARI et al., 2006). Na alimentacdo animal, sdo utilizadas como forragem verde de
elevada qualidade nutricional, como por exemplo feno e silagem, assim como na utilizacdo
como ragdo, mantendo a producéo leiteira e de carne na estacdo fria. No sul do Brasil e em

partes do sudeste e centro-oeste, a aveia é cultivada como espécie produtora de graos e de
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palha para a cobertura do solo, habito esse que favorece a implantagdo das culturas de estacdo
quente sob sistema de semeadura direta (CECCON et al., 2004).

O Brasil se tornou um produtor de gréos de qualidade, em funcdo dos bons resultados
alcancados com o melhoramento da aveia branca, o que refletiu no surgimento de industrias
de pequeno porte, que atuam na transformacdo e no processamento dos gréos para a
elaboracdo de produtos destinados a dieta humana (FEDERIZZI et al., 2005). Muitas
pesquisas tém buscado a reducdo do ciclo de desenvolvimento da cultura da aveia, para um
melhor ajuste na inclusdo dessa espécie ao sistema de cultivo adotado no Brasil, permitindo
que as lavouras de estacdo fria completem seu ciclo até o periodo preferencial de instalagdo da
cultura subsequente de estacdo quente (HARTWIG et al., 2007). Atualmente, tornou-se
crescente a demanda por cultivares elite com elevado rendimento e qualidade de gréos,
resistentes e tolerantes a estresses bioticos e abioticos, evidenciando a adaptabilidade e a
estabilidade nos diferentes ambientes de cultivo brasileiros (HAWERROTH et al., 2014). A
aveia branca é considerada mais tolerante ao aluminio que muitas outras culturas cereais, tais
como trigo, milho e cevada (NAVA et al., 2006).

O aluminio é um dos elementos quimicos mais abundantes da terra, estando presente
na forma de minerais secundarios que dao origem aos solos (MIGUEL et al., 2010). Em torno
de 1,7 bilhGes de hectares de solo, distribuidos em diversas regides do mundo, contém a
forma toxica do aluminio e 43% dessas areas estdo localizadas nos tropicos. (PANDEY et al.,
1994). A maioria dos solos utilizados na producédo agricola ao redor do mundo séo &cidos e
com baixa fertilidade natural (WANG et al., 2013). Estima-se que 30 — 50% dos solos
potencialmente ardveis para préaticas agricolas sdo acidos (TARKALSON et al., 2006; von
UEXKULL; MUTERT 1995).

Considerado o terceiro elemento quimico mais frequente na composic¢éo do solo, em
situacdo de pH abaixo de 5,5, onde geralmente estd presente em concentragdes na faixa de 10
a 350 mmol.L™ (MACHADO, 1997). Nesse pH, o aluminio encontra-se solvel no solo em

sua forma trivalente (AI**

) extremamente toxica, seus efeitos toxicos inibem o crescimento e
o desenvolvimento das raizes, alterando a absor¢do de agua e nutrientes, e por consequéncia o
desenvolvimento das plantas é afetado (KOCHIAN, 1995; HARTWIG et al., 2007;
KOBAYASHI et al., 2013; MERINO-GERGICHEVIC et al., 2010; RYAN et al., 2011;
CHEN et al., 2012). Além disso, o Al pode causar danos na parte aérea das plantas, onde pode
afetar a membrana dos tilacoides e a cadeia transportadora de elétrons, e ainda diminuir a
absorcdo de luz em fungdo de reduzir a concentracdo de pigmentos fotossintéticos (CHEN

etal., 2010).
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Apesar de ndo ser um metal de transicdo, o Al apresenta atividade pré-oxidante através
da formac&o de radicais semi-reduzidos de superdxido com aluminio (EXLEY, 2004). Esse
metal € também relatado como agente causador da desestruturacdo das membranas
plasmaticas (ZHANG et al., 1997), por proporcionar a formacao de EROs (espécies reativas
de oxigénio) (DONG et al., 2002). A producdo de EROs é uma caracteristica comum de
diversos estresses, incluindo a toxicidade de aluminio, a qual causa danos para as células das
plantas (TAMAS et al., 2004). Portanto, o estresse oxidativo é um importante componente de
reacao da planta ao aluminio (JONES et al., 2000).

O estresse oxidativo compreende um estado com uma elevada produgéo de EROs,
quando os mecanismos celulares pré-oxidantes superam os antioxidantes. As espécies reativas
de oxigénio incluem radicais livres e outras moléculas (MARRONI, 2002), que resultam da
excitacdo do elétron externo, formando oxigénio singleto (*O,), ou de uma adicdo de elétrons
sucessiva ao oxigénio molecular produzindo O~ (radical superéxido), ‘OH (radical hidroxila)
e H,O, (peréxido de hidrogénio) (RESENDE et al., 2003).

O radical superdxido pode ser produzido por meio de varios mecanismos, na planta,
como pela ativacdo de NADPH-oxidases/sintetases ligadas a membrana, peroxidases da
parede celular, lipoxigenases e como resultado da transferéncia de elétrons da mitoc6ndria ou
do cloroplasto. E possivel oxidar-se varias moléculas organicas, como o ascorbato, ou atuar
como redutor de metais como Fe **, nas reacdes de Haber-Weiss ou Fenton (BREUSEGEM
etal., 2001). Além do superdxido, os radicais hidroxila (°OH) sdo radicais potencialmente
fortes e com alta afinidade a biomoléculas no seu sitio de producdo (POSCHENRIEDER
etal., 2008). A dismutacdo do radical O,", catalisado pela enzima superéxido dismutase,
resulta na producdo de peroxido de hidrogénio (H,O;). Essa reacéo € a principal fonte dessa
espécie reativa (MITTLER, 2002; CHAFFAI et al., 2005). O oxigénio singleto (‘O,) é
altamente destrutivo, reage com a maioria das moléculas bioldgicas, sendo gerado
predominantemente nos cloroplastos através da transferéncia de energia de uma clorofila
foto-excitada, para o elétron do oxigénio molecular (MITTLER, 2002; GIANNAKOULA
etal., 2007).

Como o acumulo das EROs pode resultar em prejuizos consideraveis, a célula dispde
de vérios mecanismos para destoxificar eficientemente as mesmas. Esses mecanismos de
protecdo foram desenvolvidos pelas plantas durante o processo de evolucao, para controlar os
niveis dessas moléculas e anular essa toxicidade. Moléculas antioxidantes, enzimas e um

sistema mais complexo de detoxificacdo podem estar envolvidos na protecéo celular contra as
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EROs. Conhecidas como “scavengers”, varias enzimas reguladoras impedem a acdo toxica
das EROs a célula vegetal (BOWLER, 1992; MITLER, 2002).

Apesar disso, as EROs podem agir como moléculas sinalizadoras ativando maultiplas
respostas de defesa (BREUSEGEM et al., 2001; NETO et al., 2005, GADJEV et al., 2006).
Experimentos com adicdo de H,O, em tecidos foliares ou sua inducdo enddgena,
demonstraram que esse atua como um sinal de inducdo para a expressao de genes referentes a
catalase, ascorbato peroxidase e glutationa peroxidase. Além disso, o aumento de EROs
estimula a biossintese e aumento de atividade de componentes antioxidantes (SOARES;
MACHADO, 2007), tais como as enzimas antioxidantes catalases, superoxido dismutases
(MITTLER, 2002) e peroxidases (WELINDER, 1992), as quais reduzem as EROs. Em
contrapartida, se a reducdo completa ndo ocorrer, o excesso de EROs pode dar origem ao
estresse oxidativo (MITTLER, 2002).

A catalase apresenta a atividade de converter H,O, em H,O e O, além de estarem
presentes nos peroxissomos e glioxissomas. Estas sdo as principais enzimas de detoxificacéo
do H,O, em plantas, sendo dividas em trés classes distintas. As pertencentes a classe |
removem o H,0O, produzido durante a fotorrespiracdo em tecidos fotossintéticos. Ja aquelas
pertencentes a classe Il sdo produzidas em tecidos vasculares, podendo exercer uma fungéo de
lignificacdo, mas sua exata funcdo bioldgica permanece desconhecida. Na classe Il se
encontram as catalases presentes abundantemente em sementes e plantas jovens, cuja
atividade esta relacionada a remoc¢do do H,0O, produzido durante a degradacdo dos acidos
graxos no glioxissoma (BREUSEGEM et al., 2001, RESENDE et al., 2003).

As superoxido dismutases sdo metaloenzimas (SANTOS et al., 2000; MORAN et al.,
2003) que apresentam importante acdo na tolerancia ao estresse em plantas, além de atuar
como primeira linha de defesa frente aos efeitos toxicos dos elevados niveis de EROs. As
superdéxido dismutases podem ser classificadas em trés grupos, de acordo com seu metal
cofator, sendo eles; Cu/Zn-SOD (cobre/zinco), Mn-SOD (Manganés) e Fe-SOD (Ferro), os
quais se localizam em diferentes compartimentos celulares (Mittler, 2002). Os Cu/Zn-SOD
s&o encontradas no citosol e em cloroplastos (DEL RiO, 2002), 0s Mn-SOD estdo presentes
nas mitocondrias de células eucariontes e em peroxissomos (DEL RIO, 2003), e o Fe-SOD
estdo associados a compartimentos dos cloroplastos (ALSCHER et al., 2003).

A regulacdo dessas enzimas esta associada ao combate do estresse oxidativo, seja
biético ou abiotico, tendo um papel crucial na sobrevivéncia das plantas em ambientes de
estresse (HARINASUT et al., 2003). A superdxido dismutase atua de forma ativa na remocao

do O, gerado através de diferentes processos do metabolismo celular, tais com o transporte
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de elétrons na mitocéndria e cloroplasto (MITTLER, 2002). A reducdo na atividade da SOD
leva a um aumento simultaneo do acumulo de O,". O radical superéxido é um dos principais
oxidantes responsaveis pela peroxidacdo de lipideos e consequentemente aumento na
permeabilidade das membranas (INZE; MONTAGU, 1995).

As peroxidases sdo enzimas usualmente expressas em diversas isoformas (DEL RO,
2006), atuando em diversos processos fisioldgicos, incluindo detoxificacdo de H,O, (FOYER,;
NOCTOR, 2005), construcdo e diferenciagdo da parede celular (MITTLER, 2002) e resposta
da planta ao estresse (APEL; HIRT, 2004; MAHAJAN; TUTEJA, 2005). Essas enzimas sdo
classificadas, em diferentes grupos, de acordo com sua funcéo e localizacéo celular (KHAN;
SINGH, 2008), as peroxidases que oxidam guaiacol sdo chamadas de guaiacol peroxidases
(GPOX) e estdo localizadas no citosol, vacuolo, parede celular, apoplasto e no meio
extracelular. As enzimas que apresentam preferéncia pelo &cido ascorbico sdo chamadas de
ascorbato peroxidases (APX) e estdo presentes nos cloroplastos e no citosol (GILL et al.,
2011). A guaiacol peroxidase atua na biossintese de lignina e na defesa frente ao estresse pela
degradacéo de H,O, (ASADA, 1999). Sua atividade pode variar consideravelmente de acordo
com a espécie de planta e com as condi¢fes de estresse a que a planta é exposta (GILL;
TUTEJA, 2010).

Além das defesas antioxidantes, as plantas tolerantes ao Al podem desenvolver-se
satisfatoriamente na presenca deste elemento, através da utilizacdo de algumas estratégias
para minimizar os danos da toxicidade. Pode-se destacar a capacidade dos tecidos de evitar 0
dano fisioldgico do aluminio, através da compartimentalizacdo do elemento (DARKO et al.,
2004) complexando o AI** em organelas especificas da planta, principalmente nos vactolos
(HARTWIG et al., 2007), isolando partes afetadas com a producdo de calose (SILVA et al.,
2012), ou secretando os acidos organicos que sdo substancias capazes de quelar o elemento
fora da raiz, evitando a entrada do mesmo nas células radiculares (KOCHIAN et al., 2005;
RYAN; DELHAIZE, 2010; RYAN et al., 2011; WANG et al., 2013). Todas estas estratégias
demandam gasto energético e suas respostas sdo variaveis entre cultivares de uma mesma
especie. A identificacdo de plantas tolerantes a presenca do aluminio e a compreensdo dos
mecanismos dessa tolerancia tem sido o foco de diversos estudos (KOCHIAN et al., 2005,
CRESTANI et al., 2011; HERVE et al., 2015).

A secrecdo de acidos organicos € um mecanismo de resisténcia ao aluminio
predominante em cereais. Os acidos organicos secretados ligam-se ao aluminio fora da raiz,
evitando que o mesmo entre nas células radiculares (KOCHIAN et al., 2005; RYAN;
DELHAIZE, 2010). Além disso, formas queladas de aluminio sdo menos toxicas para o
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crescimento da planta quando comparadas as formas idnicas. Trabalhos com varias espécies ja
tém demonstrado os principais acidos organicos presentes nos mecanismos de complexagéo
do Al, que permitem que as plantas crescam em solos &cidos. Na aveia, 0s principais acidos
relacionados com o processo de exsudagdo na raiz sdo o citrato e o malato (ZHENG et al.,
1998; HARTWIG et al., 2007).

Em muitas plantas que crescem em ambientes &cidos, o aluminio permanece na parede
celular da raiz. Este pode ser o maior sitio de acumulo do aluminio, sendo que esta ligacao
limita o0 movimento do aluminio no simplasma (YAMAMOTO et al., 2003). O aluminio liga-
se principalmente a celulose, componente da parede celular, porém essas interaces
permanecem pouco exploradas (JANSEN et al., 2002). O transporte de aluminio para a parte
aérea ocorre via xilema, porém, as paredes do xilema apresentam uma alta capacidade de
troca de cétions, o que causa um retardo no movimento dos cations de aluminio (DELHAIZE
et al., 2009).

As plantas acumuladoras de aluminio apresentam uma alta concentracdo deste metal
na parte aérea sem efeitos prejudiciais, sugerindo que o aluminio seja transportado através da
membrana plasmatica pelo simplasma (SILVA et al., 2006). A principal diferenca entre
plantas que acumulam aluminio e as que o excluem pode estar relacionada a permeabilidade
das células da endoderme. A endoderme de plantas ndo acumuladoras limita a entrada do
aluminio para o cilindro central. Entretanto, a endoderme de plantas acumuladoras néo
oferece essa limitacdo (JANSEN et al., 2002).

O processo de internalizacdo do aluminio tem a hipotese de que apds a entrada do
metal no citoplasma ocorra a formacdo de agregados de aluminio com &cido organico,
proteinas ou outros ligantes e a compartimentalizacdo do aluminio no vactolo (KOCHIAN,
1995; MA et al., 2001). Os acidos organicos sdo importantes nesse processo, pois se ligam ao
mesmo e impedem que este possa se ligar a outras biomoléculas (MA et al.,, 2001;
DELHAIZE et al., 2001). O aluminio tem uma forte afinidade com compostos doadores de
oxigénio como o fosfato inorganico, ATP, RNA, DNA, proteinas, acidos carboxilicos e
fosfolipideos. Os mecanismos de detoxificacdo interna sdo pré-requisitos para a tolerancia ao
aluminio em plantas que acumulam este metal.

A resisténcia ao aluminio é um tragco que pode ser controlado por um ou mais genes e
varios genes menores (POSCHENRIEDER et al., 2008). A genética da resisténcia ao
aluminio tem sido foco de vérios estudos em diferentes espécies agricolas importantes. A
tolerancia ao aluminio em Arabidopsis thaliana é controlada por dois diferentes genes
(LARSEN, 1998; EZAKI et al., 2000). Além disso, esses dois genes controlam dois
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mecanismos distintos: (I) A liberagdo de acidos orgénicos que se ligam ao aluminio e
previnem sua captacdo pela raiz e (II) O aumento do pH ao redor do &pice da raiz, que
diminui a concentracdo de aluminio toxico. Assim, € improvavel que a resisténcia ao aluminio
seja 0 resultado de um Unico mecanismo em todas as espécies vegetais (KOCHIAN, 1995;
POSCHENRIEDER et al., 2008; DELHAIZE et al., 2009).

Diversas pesquisas demonstram os diferentes niveis de tolerancia de espécies de aveia
frente a toxicidade do aluminio, seja na busca de compreender os mecanismos de tolerancia
utilizados pela planta, ou na busca de genes relacionados a capacidade da planta de se
desenvolver na presenca desse metal. Em pesquisa realizada por Nava et al. (2006), foi
possivel concluir que a toleréncia é conferida por um gene dominante, além de ndo haver
influéncias do mesmo nos parametros de rendimento e qualidade dos gréos. Silva et al.
(2006), avaliaram 10 cultivares de aveia branca recomendadas para o cultivo no sul do Brasil,
quanto a sua tolerancia ao aluminio utilizando cultivo hidropdnico. Para o estudo utilizou-se
doses de 10, 15 e 20 mg L™ de aluminio na solucdo, concluindo que as doses de 15 e
20 mg L™ de aluminio em solucéo nutritiva foram eficientes na identificagdo de genétipos de
aveia tolerantes e sensiveis, com as cultivares UPF 17, UFRGS 20 e URS 21 apresentando
elevada tolerancia.

A avaliacdo de caracteres de parte aérea e raiz também é uma forma de classificar
diferentes gendtipos como tolerantes ou sensiveis a presenca do aluminio. Buscando
caracterizar geno6tipos de aveia quanto a tolerancia ao aluminio, Silva et al. (2007) classifica
as cultivares UPF 16, URS 21, UFRGS 14, UPF 19 e UFRGS 17 como tolerantes, efetuando a
medida de retomada de crescimento da raiz para tanto. Crestani et al. (2011) utiliza 0 mesmo
parametro para classificar genotipos de aveia branca em diferentes doses de aluminio, obtendo
como tolerantes as cultivares UFRGS 14, ALBASUL e BARBARASUL.

Castilnos et al. (2011) realizou experimentos hidropénicos em que avalia o
recrescimento de raiz em populagdes F2 derivadas de UFRGS17 x UPF91AI100-1-4,
utilizando uma concentracdo de 740 uM de aluminio. Além do recrescimento, a acumulacéo
de aluminio no apice radicular, a atividade de enzimas antioxidantes, o contetdo de ti6is ndo
proteicos, a concentragdo de acido ascorbico, superoxido e perdxido de hidrogénio foram
avaliados. A partir das avaliagbes, concluiu que a tolerncia em UFRGS17 e
UPF91AI100-1-4 é conferida pelo mesmo gene. Os autores sugerem que, possivelmente, o
gene de tolerancia ao aluminio codifica diversos componentes, como fatores de transcrig&o,
gue quando induzidos por aluminio, podem ativar diversas vias, tais como 0 sistema

antioxidante.
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Visando analisar os efeitos da toxicidade do aluminio na atividade de enzimas
antioxidantes, Pereira et al. (2011) verificou a atividade das enzimas CAT, SOD e APX, bem
como a peroxidacao lipidica, contetido de peroxido de hidrogénio, niveis de acido ascérbico,
tidis ndo-proteicos e conteddo de aluminio. Esses parametros foram avaliados em trés
genoétipos de aveia branca, cultivados em &gar acrescido de diferentes concentragdes de
aluminio, durante cinco dias. Os gendtipos foram previamente classificados,
morfologicamente, como tolerante, intermediario e sensivel (UFRGS 17, UFRGS 280 e
UFRGS 930598) por Federizzi et al. (2000). Os resultados encontrados para a atividade do
sistema antioxidante corroboraram com os descritos por Federizzi et al. (2000) em relacdo a
classificacdo dos genotipos.

Hervé et al. (2013), avaliaram genotipos elite de aveia que ainda ndo haviam sido
estudados em relacdo a sua tolerancia ao aluminio. Para tanto, utilizou-se como parametro
comparativo os genotipos UFRGS 17 (tolerante) e UFRGS 930598 (sensivel). O pardmetro
avaliado para classificar as cultivares foi o recrescimento de raiz, que foi avaliado nas UFRGS
057005-1 e UFRGS 057022-2, e as cultivares comerciais URS Guria, URS Torena, URS
Penca, URS Guard, URS Charrua, URS Tarimba, URS Taura, URS Guapa ¢ URS 21. Os
resultados demonstraram que a cultivar URS Charrua foi o mais tolerante, seguido por URS
Guapa e URS Tarimba, que demonstraram tolerancia superior a UFRGS 17. Ja os genotipos
URS Tarimba, URS Guara, URS 21, UFRGS 057022-2, URS Taura e URS Guria foram

considerados tolerantes ao Al

, Visto que nao diferiram do controle tolerante UFRGS 17.

Em experimento de hidroponia, Pereira et al. (2013), demonstraram a velocidade de
ativacdo das enzimas antioxidantes, em genotipos de aveia branca expostos a toxicidade do
aluminio. No genotipo sensivel as enzimas CAT, APX, e SOD foram ativadas somente em
24h e 36h. Ja nos genotipos tolerante e intermediario, essas enzimas foram ativadas em 12h,
24h e 36h de exposicdo ao metal. Os genotipos diferem quanto ao tipo de antioxidante e sua
velocidade de ativacdo do sistema antioxidante, sugerindo uma variacdo na capacidade de os
mesmos controlarem o estresse oxidativo, o qual resulta na variacdo da sensibilidade e
tolerancia ao aluminio.

Considerando as limitagdes para cultivos em solos &cidos, a utilizacdo de cultivares
tolerantes ao AI** se torna uma estratégia mais efetiva para a produgdo nessa condicio.
Diversas pesquisas visando a selecdo de gendtipos com essa capacidade sdo desenvolvidas
para um melhor entendimento dos processos relacionados a habilidade dessas plantas em se
desenvolver na presenca desse metal. A caracterizacdo da tolerancia geralmente é feita

utilizando-se caracteres morfologicos, porém as respostas fisioldgicas e bioquimicas da planta
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tem influéncia direta no processo de crescimento e desenvolvimento, evitando danos que
possam ser ocasionados pelo acimulo de EROs, 0 que caracteriza o estresse oxidativo. Esse
estudo visa avaliar a resposta do sistema antioxidante frente a toxidez do AI** de cultivares
comercias de aveia, comparado a um gendtipo tolerante a presenca deste metal, atraves de

uma exposicao in vitro, com condic¢des controladas.
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ABSTRACT

Aluminum shows toxic effects on plants in acidic soils and can play an indirect influence on oxidative stress.
Moreover, this metal affects physiological and biochemical processes leading to a reduction in crop production.
Thus, the aim of this study was to evaluate the aluminum toxicity on antioxidant enzymes and the relation to
tolerance in three genotypes of Avena sativa L. in vitro. For this study, two commercial cultivars of oat (URS
Charrua and URS Guria) and one tolerant cultivar (UFRGS17) were used. AICI; were added in the growth
medium at 740 pM of aluminum during five days. After this time, catalase, superoxide dismutase, and guaiacol
peroxidase were analyzed in shoots and roots of seedlings. Therefore, pigment contents, lipid peroxidation and
H,0, levels were determined. Aluminum exposure did not alter pigment concentration in all genotypes analyzed.
Although catalase and superoxide dismutase enzyme activity showed a reduction in aluminum presence, no
changes were observed on guaiacol peroxidase activity in aluminum presence or absence. Metal exposure did not
affect lipid peroxidation and no changes in H,O, levels were observed. Based on the results, the aluminum had
influence on antioxidant enzyme activities, even with no relation between antioxidant response and aluminum

tolerance in the genotypes analyzed.

Keywords: Aluminum, oat, antioxidant enzymes, lipid peroxidation.
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1. Introduction

Acid soils are abiotic stress forms that present negative impact on main agricultural crops, especially
those that produce grains. Such behavior is evidenced and widely discussed in literature (Hartwig et al. 2007).
The toxic effects of Aluminum (Al) are able to inhibit the root growth and development, change their water and
nutrient absorption (Kochian, 1995; Hartwig et al. 2007) and decrease chlorophyll (Chl) and carotenoids (Car)
concentration in leaves (Chen et al. 2005; Peixoto et al. 2002). In addition, they can lead to oxidative stress by
indirect form (Yamamoto et al. 2003). As Al toxicity site is located in the root apex, researches about Al
tolerance are focused on this zone (Ryan; Ditomaso; Kochian, 1993; Sivaguru et al. 1999).

Al is considered the third chemical element most frequently found in soil composition, which is present
in concentrations between 10 and 350 mmol. L™*(Machado, 1997). When pH is below 5.5, Al is soluble in the
soil in its trivalent form (AI**), which is extremely toxic (Kochian, 1995; Hartwig et al. 2007).

Avena sativa L. is a grain-producing crop that presents high Al tolerance (Nava et al. 2006; Oliveira et
al. 2005; Sanchez-Chacon et al. 2000; Wagner et al. 2001).This cereal is widely used for feeding due to its high
protein content and it can be used for ground covering (Ceccon et al. 2004). Through some experiments using Al
treatment, Pereira et al. (2013) showed that this metal toxicity was able to reduce the root growth in oat
genotypes. The rapid response of root indicates that Al inhibits root cells expansion and elongation at first, and
then it reduces the cellular division (Kochian, 1995; Matsumoto, 2000). Some tolerance mechanisms of plants to
Al are already known and can be divided into two groups: a) mechanisms to put out Al after absorption or to
prevent Al entrance through root; b) internal detoxification mechanisms that complex Al in specific organelles,
mostly in vacuoles (Hartwig et al. 2007). Organic acid secretion is a mechanism of Al tolerance that is prevalent
in cereals. Those acids bind to Al outside the root and consequently it prevents this metal from getting into the
root (Kochian et al. 2005; Ryan & Delhaize, 2010).

Previous researches have classified some oat genotypes related to Al tolerance and demonstrated that
the activity of some antioxidant enzymes, such as catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), and ascorbate
peroxidase are tolerant dependent (Pereira et al. 2011; Pereira et al. 2013). Several factors are involved in plant
response to Al toxicity, such as enzyme activity, gene expression, morphological and physiological changes. Al
tolerance is a limiting factor for crops in acid soils, where this metal is soluble and can be very toxic.

Hence, understanding the physiological and biochemical responses of plant exposure to Al is essential
for agriculture development, with the aim of selecting the most appropriate cultivars to crop in acid soils, as in
southern Brazil soils. This study aims to investigate the influence of Al exposure in antioxidant enzyme activity
of two commercial cultivars (URS Charrua and URS Guria) when compared to cultivar with known Al tolerance
(UFRGS 17) in vitro.

2. Material and methods

2.1. Plant materials and experimental conditions

The experiment was conducted in Biotechnology of Plants Laboratory, from Department of Biology at
Universidade Federal de Santa Maria, RS, BR. Three genotypes of Avena sativa L. were used (UFRGS 17, URS
Charrua and URS Guria). Seeds underwent a cleaning process with 0.1% mercuric chloride for 1 minute and a

series of milli-Q water wash was performed.
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After cleaning process, seeds were allocated in petri dishes with germitest paper, which was humidified with
distilled water and kept in controlled temperature in a dark spot during 24 hours. Next, they were transferred to a
light spot during 48 hs for seedling germination.

Two treatments were settled down: T1- Al absence (Control) and T2 - 740 uM of Al (Al), and the pH was
adjusted to 4.5 (Castilhos et al. 2011, Hervé et al. 2013). The addition of Al dose was in AICl;.6H,0 form. Metal
concentration calculation was based just on Al content in the salt. Seedlings were inoculated in test tubes with 10
mL of agar medium without nutrient addition, according to Pereira et al. (2010).

Plants were kept in a growth room with controlled temperature (25° + 1°C) and photoperiod of 16 hours
with light intensity of 35 Im.s/m? provided by a white light lamp. Samples were collected on the fifth experiment
day and then seedlings were separated in shoots and roots for analysis. The experimental design was completely
randomized, consisting of four replications, each of them containing 80 seedlings.

2.2 Pigment measurement

Pigment concentration (chlorophylls and carotenoids) was determined according to method of Hiscox and
Israelstam (1979) and was estimated using the formula of Lichtenthaler (1987). Shoot samples were incubated
with dimethyl sulfoxide (DMSO) at 65 °C until the tissue became depigmented. Solution absorbance was read at
470, 645 and 663 nm to determine the content of Car, Chl A and Chl B. Chl content is expressed as mg.g™ of
fresh weight.

2.3 Enzymatic Assay

Shoots and roots were homogenized, according to Zhu et al. (2004), in 0.05M sodium phosphate buffer with
the addition of 1ImM EDTA and 1% Triton X -100 using 1g of frozen tissue sample in 3mL of buffer. The
homogenate was centrifuged at 13.000g for 20 min at 4 °C. The supernatant was used for enzyme activity
analysis and protein quantification.

2.3.1. Catalase (CAT)

Catalase activity was analyzed by modified method of Aebi (1984) in shoots and roots, through H,0,
(hydrogen peroxide) consumption monitoring by measuring the absorbance decrease at 240 nm. The reaction
contained H,O, 15 mM, KPO, 50 mM buffer (pH 7.0) and 30 mL of the sample analyzed. The activity was
expressed in AE/min/mg protein.

2.3.2. Superoxide dismutase (SOD)

SOD enzyme activity was determined in shoot and root samples as Giannopolitis and Ries (1977)
methodology. A mix consisting of 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.8), 13 mM methionine, 0.1 puM
EDTA, Nitroblue tetrazolium (NBT) 75 uM and 2 pM riboflavin was used for reaction. This mix was added to
each sample and then exposed to light (15 watts lamp) for 10 minutes. During this reaction, blue formazan
formation from NTB occurred and the absorbance was read at 560 nm. Results were expressed as U SOD/mg
protein, where one unit of SOD is the amount of enzyme able to inhibit 50 % of NBT photoreduction
(Beauchamp and Fridovich, 1971).

2.3.3. Guaiacol peroxidase (GPOX)

Guaiacol peroxidase activity was assayed in shoots and roots, over H,O, consumption monitoring by
absorbance decrease at 470 nm, in reaction containing H,O, 3 mM, guaiacol 15 mM, potassium phosphate buffer
100 mM (pH 6.5) and 50 mL of sample to be analyzed, according to Zeraik et al. (2004). The activity was

expressed as pmol tetraguaiacol min™.mg™ protein.
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2.4. Determination of hydrogen peroxide levels

Concentration of H,O, in the shoot and root sample was determined following the method of Loreto and
Velikova (2001). Samples were homogenized with 0.1 % TCA, and then the homogenate was centrifuged at
10.000g for 15 minutes at 4°C. Hydrogen peroxide concentration was obtained by reaction absorbance with 10
mM potassium phosphate buffer (pH 7.0) and 1M potassium iodide, at 390 nm and comparing to a standard
curve. H,0, content was expressed as pmol H,0,/g fresh weight.

2.5. Determination of lipid peroxidation (TBARS)

Lipid peroxidation levels were verified according to the method of El- Moshaty et al. (1993), by quantifying
the malondialdehyde (MDA) concentration, which is the product of lipid peroxidation, through reaction with
thiobarbituric acid (TBA). Shoot and root samples were subjected to homogenization process with 0.2M citrate
phosphate buffer (pH 6.5) containing 0.5 % Triton X -100. Equal volume of sample and reagent, 20 % TCA
containing 0.5 % TBA, was used. Subsequently, samples with the reagent were left in water bath at 95°C during
40 minutes. At the end of incubation period, they were immediately transferred to cooling for 15 minutes. After
that, the samples were centrifuged at 10,0009 for 10 minutes. Then, the supernatant was read at 532 nm and 600
nm absorbance. The concentration of MDA (Malondialdehyde) in sample was expressed as nM MDA/mg
protein.

2.6 Protein determination

Protein content was determined using the Coomassie Blue procedure, according to Bradford (1976), which
uses bovine serum albumin as standard. Values are expressed in mg/g fresh tissue.

2.7 Statistical analysis

Results are expressed in mean + SD, four independent replicates were considered. Data were analyzed
using two-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc. Differences were considered statistically significant
when p < 0.05.

3. Results

Statistical analysis considered two factors: Difference among cultivars and response of each genotype in
presence or absence of Al. When both factors in plants were affected by Al, there was an interaction.

3.1. Pigments measurement

Genotypes exposure to 740uM of Al (UFRGS 17 Al, URS Charrua Al and URS Guria Al) presented no
significant differences in content of Carotenoids (Fig. 1A), Chlorophyll A (Fig. 1B), Chlorophyll B (Fig. 1C)
and total chlorophyll (Fig.1D) when compared to control (UFRGS 17 CTL, URS Charrua CTL and URS Guria
CTL). Inaddition, there were no differences between genotypes within each treatment.

3.2. Antioxidant enzyme activities

Presence of Al decreased significantly oat shoot CAT activity (p < 0.0001). Genotypes UFGRS 17 Al and
URS Charrua Al reduced CAT activity by 52% and 50%, respectively in relation to its control (UFRGS 17 CTL,
URS Charrua CTL) (Fig, 2A). It might be observed that within each treatment, there were no differences among
genotypes in shoots. Al exposure decreased CAT activity in roots (Fig. 2B), which presents an interaction of
factors analyzed (p < 0.0008). Also, URS Charrua Al had a reduction of enzyme activity to 72% when compared
to control (URS Charrua CTL). Therefore, in root control there were significant differences among genotypes.
The URS Charrua CTL presented higher enzyme activity than UFGRS 17 CTL (121%) and URS Guria CTL
(85%).
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SOD activity in oat leaves, shown in figure 2C, presented an interaction (p<0.01). Data revealed a decrease
in SOD activity in shoots (Fig. 2C) by 61% in UFGRS 17 Al, 80% in URS Charrua Al and 54% in URS Guria
Al when compared to their controls (UFRGS 17 CTL, URS Charrua CTL and URS Guria). Genotypes differed
in shoot control, URS Charrua CTL and URS Guria CTL had an enzyme activity of 56% and 33% lower than
UFRGS 17 CTL, respectively. Root SOD activity also showed interaction among the factors evaluated (p <
0.0005). There was a reduction in enzyme activity in oat roots (Fig. 2D) for URS Charrua Al (50%) and URS
Guria Al (68%) when compared to control (URS Charrua CTL and URS Guria CTL). However, UFRGS 17 Al
showed a rise of 242% in SOD activity in comparison to UFRGS 17 CTL. The enzyme activity in roots in
absence of Al was lower in UFRGS 17 (63%) than URS Charrua and URS Guria than UFGRS 17. On the other
hand, the SOD activity in UFRGS 17 Al was higher than URS Charrua (148%) and URS Guria (297%) in
presence of aluminum.

GPOX activity of seedlings (Fig. 2E) in leaves showed no difference in genotypes comparison in each
treatment (presence or absence of aluminum) (p > 0.05), similarly to treatments when compared to each
genotype. There were significant differences (p < 0.0002) among genotype responses in roots (Fig. 2F) in
absence of Al: URS Guria presented higher GPOX activity than UFRGS 17 (131%) and URS Charrua (75%).
Similar results were observed in Al presence. URS Guria showed higher enzyme activity than other genotypes.
However, there were no changes in root enzyme activity when each genotype was compared both in absence and
presence of Al.

3.3. Lipid peroxidation and hydrogen peroxide levels

H,0, and MDA content in shoots of seedlings (Fig. 3A and 3C) did not show significant differences (p >
0.05) in relation to the presence of Al when compared to control in each genotype, or when genotypes were
compared to each other in presence or not of Al. It was also verified in H,O, content of roots (Fig. 3B).
Nevertheless, MDA content showed an increase just in URS Guria Al when compared to URS Guria CTL (p <
0.01), other comparisons in these samples revealed no substantial difference.

4. Discussion

Results indicated constant chlorophyll content in presence of Al. Besides, other studies show that Al may
reduce the amount of almost all organic nutrients of plants (Matsumoto, 2000) and this reduction can be related
to the inhibition of ALA-D activity (Pereira et.al., 2006). Using similar dose, Ziaei el al. (2014) found a pigment
decrease, mainly in chlorophyll A, chlorophyll B, and total chlorophyll in two varieties of sunflower. The same
situation was demonstrated by Karimaei (2016) with spinach and Al, which presented chlorophyll content
decrease as Al dose increases. We can suggest that in this work, plants can present an external detoxification
mechanism that was proposed by Pereira et al. (2011) for UFRGS 17. On the other hand, the exposure time may
not have been enough for Al to cause damage in leaf cells, because in vitro growth system does not permit more
time of exposure due limit of growth.

Major ROS-scavenging enzymes in seedlings include SOD and CAT (Willekens, 1997). The balance
between SOD and CAT activities in cells is crucial for determining the steady-state level of superoxide radicals
and hydrogen peroxide (Bowler et al. 1992). Data of this study were similar to those found by Castilhos et al.
(2011), which showed that the Al exposure provoked a decrease in CAT activity. In his research, this author
suggests that although high CAT activity in shoots can be more important in ROS reduction produced by

photosynthesis, CAT may be responsible for the removal of ROS excess during stress. Moreover, along the time
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CAT activity was verified by Pereira et al.(2013) and this enzyme showed higher activity after Al exposure in
roots for 12h, 24h and 36h, and in shoots for 24h and 36h. Considering that higher oxidative status occurred in
the first hours of Al exposure, low enzyme activity may indicate that it was controlled and other mechanisms
were activated (Castilhos et al. 2011).

This study reveals that guaiacol peroxidase presented an increase in URS Guria under Al stress conditions.
This enzyme activity increase in response to Al toxicity happens in the study of Hossain et al. (2005), who
suggest that H,O, degradation may occur due to peroxidase activation (GPOX, CA-POX) rather than CAT and
APX activities during Al stress. Sharma and Dubey stated that Al stress can cause an enhancement in peroxidase
activity and suggested an important role of peroxidases in removing H202 excess produced under Al toxicity.
Some authors reported that involvement of guaiacol peroxidase in oxidative stress caused by metal is very
important (Cuypers et al.2002; Verma and Dubey 2003).

The exposure of 740uM Al decreased SOD activity in shoots and roots of Avena sativa L. in most
genotypes. However, UFGRS 17 (Al-tolerant) shows an increase in roots in presence of Al. Similar results show
high SOD activity in UFRGS 17 with or without Al in shoots and roots, and enzyme activity decrease in
sensitive seedlings (Pereira et al. 2011).

A common feature of several stresses including Al toxicity is perturbation of cell redox homeostasis and, as
a consequence, the enhanced production of reactive oxygen species (ROS). No effect about Al toxicity could be
observed in H,O, content of shoots and roots in this study. In Castilhos et al. (2011) research, the same Al dose
showed slight differences among seedlings of oat exposed or not to Al. Nonetheless, the exposure to Al increases
the H,O, content in oat in same rate as Al dose (Pereira et al. 2011). Lipid peroxidation levels showed no
changes in exposure to Al in genotypes, similar results were found by Castilhos et al. (2011). No effect of Al
presence in this parameter with Al doses variation was found by Pereira et al. (2011) in tolerant genotype.

The URS Charrua and URS Guria can be rated as Al-tolerant, because they presented similar antioxidant
response to UFRGS 17, and have already presented significant capacity of root regrowth in another research
(Hervé et al. 2013). Three genotypes demonstrated efficient antioxidant system, which kept the peroxide levels
similar to control group as well as lipid peroxidation levels. Notwithstanding, the pathways of oxidative stress
control could be performed through other antioxidant mechanisms, since some enzymes did not present activity
changes in seedling exposure to Al toxicity.

In conclusion, the data from this study indicate that Al tolerance had different mechanisms in Avena sativa L
shoots and roots in different genotypes. Each genotype presented different antioxidant mechanism, since
activated enzymes for each genotype were not the same. , but all genotypes presented a response to oxidative
stress keeping the H,0, levels similar to control situation. However, we can suggest that the antioxidant system
is not the main mechanism used by these plants in Al tolerance.
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Figure 1. Effect of Al exposure (740uM/L) on chlorophyll content in oat shoots (A) Carotenoids, (B) chlorophyll
A, (C) chlorophyll B and (D) total chlorophyll levels. Data represent the mean+ SD of three different replicates.
Different letters indicate statistical differences at p < 0.05. Capital letters compare genotypes within each group.
Small letters compare each genotype between treatments (CTL X Al).
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Figure 2. Antioxidant activity in oat shoots and roots after exposure to Al (740 uM/L) during 5 days: (A) CAT,
(B) SOD, (C) GPOX. Data represent the meant SD of three different replicates. Different letters indicate
statistical differences at p < 0.05. Capital letters compare genotypes within each group. Small letters compare
each genotype between treatments (CTL X Al).
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Figure 3. Hydrogen peroxide and lipid peroxidation levels in oat shoots and roots with or without exposure to Al
(740 uM/L) during 5 days (A) H202 in shoots, (B) H202 in roots, (C) lipid peroxidation in shoots, (D) lipid
peroxidation in roots. Data represent the mean +SD of three different replicates. Different letters indicate
statistical differences at p < 0.05. Capital letters compare genotypes within each group. Small letters compare
each genotype between treatments (CTL X Al).



3 CONCLUSOES

1.

2.

3.

As concentragdes de pigmentos ndo foram alteradas nas plantas quando expostas ao
aluminio, em relacdo as plantas que nao foram expostas ao metal. Considerando que
literatura demonstra que a toxicidade do Al ocasiona reducdo na concentracdo de
pigmentos em folhas, pode-se concluir que o tempo de exposicdo ndo tenha sido
suficiente para que esses danos ocorressem, ou 0s mecanismos de tolerancia foram

eficientes em evitar a entrada do Al pela raiz.

A atividade das enzimas CAT e SOD foi reduzida na presenca de Al em folhas e
raizes, levando-nos a sugerir que o metal possa estar inibindo a atividade das enzimas
por competir pelos grupos —SH das mesmas. Além disso, essa atividade pode estar
sendo compensada pela atividade de outras enzimas antioxidantes ndo analisadas
nesse estudo. A enzima GPOX demonstra a viabilidade dessa possibilidade, visto que
¢ conhecida por atuar em estresses ocasionados por metais quando enzimas como
CAT e APX estdo inibidas, e nesse estudo ndo apresentou reducdo da atividade

quando as plantas foram submetidas a toxicidade do Al.

Os niveis de peroxidacao lipidica ndo apresentaram diferencas significativas entre os
genoétipos quando expostos ao aluminio, bem como os niveis de H,0,. Pode-se
observar, através desses dados, que o sistema antioxidante se mostra eficiente em

controlar essas variaveis nos trés genotipos.

4. As respostas frente a toxidez do Al diferiram entre os genétipos, demonstrando que a

tolerancia de cada um é conferida por diferentes mecanismos, que ndo envolvem
somente o sistema antioxidante. Cada genotipo responde de formas diferentes a
exposicao ao aluminio, levando a supor que a resposta é dependente das caracteristicas
de cada gendtipo, e ndo é uma caracteristica generalizada de plantas tolerantes. Visto
isso, torna-se extremamente importante prosseguir com investigacbes em niveis
moleculares para uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na tolerancia,

além de possibilitar a sele¢do dos caracteres mais benéficos para diferentes culturas.
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