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EXTRATO

GONGCALVES, Jose Francisco de Carvalho, D.S., Universidade Federal de
Vicosa, setembro, 1998. Producéo de acidos organicos e tolerancia de sorgo
a toxicidade do aluminio. Orientador: Jose Cambraia. Conselheiros: Paulo
Roberto Mosquim e Elza Fernandes de Araujo.

Este estudo objetivou analisar os efeitos do aluminio (Al), em nivel tdxico,
sobre o crescimento de plantas de sorgo, os teores e a exsudacdo de acidos
organicos, e a atividade de enzimas ligadas a sintese e a degradacdo destes acidos,
em plantas de dois cultivares de sorgo, um sensivel (BR0O0O7A) e outro tolerante
(BROO6R) ao Al. Os pesos da matéria seca das duas partes das plantas dos dois
cultivares e o comprimento da maior raiz diminuiram com o aumento das
concentracBes de Al na solucéo, tendo o cultivar sensivel sido mais severamente
afetado que o tolerante. Os teores de Al, tanto nas raizes quanto na parte aérea,
aumentaram com 0s aumentos nas concentracdes de Al na solucdo nutritiva e o
cultivar sensivel acumulou mais Al nas duas partes da planta. O Al acumulou-se
principalmente no apice radicular (0-5 mm). Este segmento da raiz, além de
apresentar maior teor de Al que os demais segmentos analisados, no cultivar
sensivel, apresentou cerca de 25,0% mais Al que o cultivar tolerante. Os teores de

P, K, Ca e Mg diminuiram com o aumento das concentracdes de Al na solucéo



nutritiva, nas duas partes da planta, mas os cultivares ndo diferiram entre si, exceto
quanto ao teor de Ca na parte aérea. A aplicacdo de &cido malico resultou em
amenizacdo do efeito inibitério do Al sobre o alongamento radicular, mas nédo
houve eliminacdo completa da toxicidade do Al, mesmo na concentragcdo mais alta.
Os teores dos principais acidos organicos, encontrados nas raizes e na parte aérea,
aumentaram com a exposicdo das plantas ao Al. Os dois acidos organicos mais
abundantes em sorgo e, provavelmente, os mais importantes do ponto de vista da
tolerdncia ao Al foram os acidos maélico e t-aconitico. Dentre todos os &acidos
organicos, o acido malico foi aquele que, na presenca de Al, sofreu 0 maior
aumento absoluto no seu teor, sempre mais pronunciado no cultivar tolerante,
sugerindo um papel importante deste acido no mecanismo de tolerancia das plantas
a toxicidade de Al. O Al promoveu aumento no teor do acido citrico transportado
na seiva xilematica, principalmente no cultivar tolerante, no qual foi cerca de
26,0% maior que no cultivar sensivel. O Al, de modo geral, influenciou a atividade
das enzimas estudadas, no sentido de estimular a sintese e, ou, inibir a degradacéo
do &cido maélico. Nos casos dos &cidos citrico e t-aconitico, isto nem sempre
aconteceu. No cultivar tolerante, as enzimas de sintese dos acidos organicos
mostraram-se mais sensiveis ao estimulo, enquanto as enzimas de degradacéo
foram mais sensiveis ao efeito inibitério do Al tdxico. As enzimas importantes no
controle da producdo de acidos organicos e determinantes do comportamento
diferencial dos cultivares de sorgo frente ao estresse de Al parecem ser a

carboxilase do fosfoenolpiruvato e, principalmente, a fumarase.



ABSTRACT

GONCALVES, José Francisco de Carvalho, D.S., Universidade Federal de
Vicosa, September, 1998. Production of organic acids and sorghum
tolerance to aluminum toxicity. Adviser: José Cambraia. Committee
members: Paulo Roberto Mosquim and Elza Fernandes de Aradjo.

This work aimed to study effects of aluminum (Al) at a toxic level, on
sorghum growth, the contents and exudation of the organic acids as well as the
activities of the enzymes related to synthesis and degradation of those acids in
sorghum cultivars, one of them being sensible (BR0O07A) and another tolerant
(BROO6R). The dry matter weight in both parts of the plants and the longest root
length reduced with the Al concentration increases, being the sensible cultivar
more severely affected than the tolerant one. The Al contents either in the roots
and the aerial part increased with the increasing Al concentrations in the nutritive
solution while the sensible cultivar cumulated more Al in both plant parts; Al
cumulated mainly at root apex (0-5 mm). Besides presenting a higher Al content
than the other segments in the sensible cultivar, the root apex showed about 25%
more Al than in the tolerant cultivar. The P, K, Ca and Mg contents diminished
with the increase in Al concentrations in both plant parts, although the cultivars did
not differ from each other, except for Ca content in the aerial part. Application of

the malic acid caused the Al inhibitory effects on the elongation of root to soften,
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but Al toxicity was not completely eliminated even at a higher concentration. The
contents of the main organic acids found in the roots and the aerial part increased
with plant exposure to Al. The malic and t-aconitic acids showed to be mostly
abundant and probably the most important under the tolerance point of view. In Al
presence the malic acid suffered the greatest absolute increase always more
accentuated in the tolerant cultivar suggesting its important role on plant tolerance
mechanism to Al toxicity. Al promoted an increase in the content of the citric acid
transported in the xylem sap mainly in the tolerant cultivar which was 26.0%
higher than the sensible cultivar. In general the Al influenced the enzyme activities
by stimulating the synthesis and, or, inhibiting the malic acid degradation, which
did not always occur for the citric and t-aconitic acids. In the tolerant cultivar the
enzymes related to the organic acid synthesis showed to be more sensible to
stimulus, whereas the ones of degradation were more sensible to the inhibitory
effects from toxic Al. Those enzymes which are important in controlling the
production of the organic acids and in determining the differential behavior of
sorghum cultivars under Al stress appear to be a phosphoenolpyruvate carboxylase

and mainly the fumarase.
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1. INTRODUCAO

A toxicidade causada pelo aluminio € um dos mais importantes fatores
que limita o crescimento das plantas, especialmente em solos com pH abaixo de
5,0. Estimativas revelam que aproximadamente 40% dos solos araveis e, talvez
70% da terra potencialmente utilizdvel para producdo de alimentos e de
biomassa do planeta, sdo acidos e, portanto, sujeitos a toxicidade de Al. No
Brasil, em solos sob vegetacdo de “cerrado”, existe uma area de 1,8 milhGes de
km? ou cerca de 20% da area territorial do pais apresentando n&o somente
acidez, mas, também, baixos teores de P, Ca, Mg e K e elevados teores de Al
trocdvel. No Estado de Minas Gerais a situacdo ndo é melhor, existindo o
problema de toxicidade de Al na maior parte de seu territorio.

Além da acidez natural dos solos, as chuvas &cidas, bem como o uso
indiscriminado de certos fertilizantes, tém contribuido para a acidificagdo de
areas agricultaveis, que anteriormente ndo estavam sofrendo o problema de
toxicidade de Al.

Apos ser absorvido pelas plantas, o Al, em niveis toxicos, age nas células
modificando a estrutura e a funcdo das membranas celulares, inibindo a sintese
de &cidos nucléicos e de proteinas, e prejudicando todo o metabolismo da planta,

levando-a a manifestar uma sintomatologia de toxicidade caracteristica. Ha, em



consequéncia, inibicdo do crescimento das raizes e da parte aérea, reduzindo de
forma drastica a producdo das culturas.

Dentre outras, a pratica da calagem tem sido uma das mais utilizadas para
solucionar o problema da elevada acidez de certos solos. A sua aplicacdo quase
sempre se restringe as camadas superficiais do solo, além de requerer grande
quantidade de corretivos e de mao-de-obra, diminuindo significativamente o0s
lucros dos produtores. Esses problemas, de certo modo, inviabilizam a utilizacdo
intensiva e exclusiva dessa técnica. Como alternativa, os melhoristas de plantas,
utilizando técnicas convencionais ou de biotecnologia, procuram obter novas
variedades tolerantes e, ou, aumentar a tolerancia das plantas ao Al.

Qualquer que seja a técnica adotada, ha, e sempre houve, muito interesse
em se conhecer o(s) mecanismo(s) bioquimico(s) e, ou fisiologico(s) da
tolerancia das plantas ao Al. A expectativa € de que, conhecendo-se estes
mecanismos de tolerancia, fique mais facil e mais rapido obterem-se, por meio
da engenharia genética, variedades ou cultivares que sejam ao mesmo tempo
mais tolerantes e mais produtivas. Existe, atualmente, grande numero de
publicacdes na literatura, abordando os mais variados aspectos da toxicidade de
Al e da tolerancia das plantas a este elemento. As bases fisiologicas e
bioquimicas da acdo toxica e da tolerancia ao Al, contudo, permanecem
essencialmente obscuras.

Este trabalho teve como objetivo analisar uma das principais hipéteses
explicativas da toleréncia ao Al, em plantas, sugerindo uma possivel participacao
dos acidos organicos na amenizacdo dos efeitos fitotoxicos deste elemento. Para
tal, estudou-se o efeito do Al sobre a sintese, a degradacdo, o transporte e a
exsudacdo de &cidos organicos em dois cultivares de sorgo com tolerancia
diferencial ao Al, na tentativa de esclarecer e, consequentemente, estabelecer um

modelo explicativo da acdo toxica do Al em plantas de sorgo.



2. REVISAO DE LITERATURA

O aluminio (Al) é o terceiro elemento quimico em abundéncia na litosfera,
vindo logo apds o oxigénio e o silicio. Em alguns tipos de solos de regides
tropicais, o Al pode ser mais abundante que o silicio. Sob condic¢des naturais,
varias reacdes bidticas ou abioticas do solo, como também as chuvas acidas
intensificadas pela poluicdo industrial, acidificam os solos, provocando a
decomposicdo dos aluminossilicatos e, conseqiientemente, liberando o Al em
forma trocavel (MARSCHNER, 1995). A concentracdo de Al na solucdo de
solos minerais normalmente encontra-se na faixa de 10 a 100 uM (JONES et al.,
1998).

O Al liberado da dissolucdo das argilas, por efeito de varios fatores do
solo, pode tornar-se disponivel para as raizes em concentracdes elevadas que
resultam em injarias para as plantas (RINCON e GONZALES, 1992 e
KOCHIAN, 1995).

Um dos mais importantes efeitos do Al sobre as plantas parece ser a
inibicdo do crescimento radicular (KOCHIAN, 1995), sendo o meristema apical o
sitio principal desta acdo (BENNET e BREEN, 1991 e MARSCHNER, 1991).
Plantas ndo-adaptadas, sob niveis toxicos de Al, ttm o desenvolvimento de seus
sistemas radiculares prejudicados. As raizes tornam-se grossas, curtas e
funcionalmente ineficientes. O maior acimulo de Al no apice radicular sugere que

esta regido da raiz € o sitio principal da sua acdo inibitéria sobre o crescimento
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(BENNET et al.,, 1985 e DELHAIZE et al.,, 1993b). RYAN et al.(1992)
mostraram que somente 0 apice da raiz, aproximadamente 2 a 3 mm, incluindo o
meristema e a coifa, necessitam ser expostos ao Al para promover a inibi¢cdo no
crescimento das raizes.

Em solucdo nutritiva, concentracdes micromolares de Al sdo suficientes
para inibir o crescimento radicular em apenas 60 min (DELHAIZE e RYAN,
1995). BENNET et al. (1987) sugerem que a coifa seja 0 sitio de percepcéo da
injaria induzida pelo Al. Estes autores postulam, também, que o Al possa inibir
indiretamente o crescimento das raizes via um desconhecido caminho de
transducdo de sinais, envolvendo a coifa, o0 meristema apical, as substancias de
crescimento e outros sinais como ions-calcio, calmodulina, etc.

Os mecanismos de tolerancia desenvolvidos por plantas superiores face as
injurias causadas pelo Al em niveis toxicos podem ser separados basicamente em
duas categorias: os de excluséo e os de tolerancia (TAYLOR, 1988).

Nos mecanismos de exclusdo, o Al seria impedido de interagir com 0s
sitios metabolicos sensiveis, ao ser imobilizado as cargas negativas de &cidos
carboxilicos constituintes da parede celular ou ao ser precipitado em razéo de
aumento do pH da rizosfera, ou ao ser complexado por compostos organicos
produzidos e exsudados pelas plantas, antes deste elemento penetrar no
simplasma. Nos mecanismos de tolerancia, acredita-se que o Al penetre no
simplasma, mas possa ser desintoxicado, imobilizado, compartimentalizado ou
que a planta modifique seu metabolismo para desenvolver uma tolerancia
diferencial a este ion (TAYLOR, 1988).

Apesar do grande nimero de pesquisas realizadas no sentido de entender
melhor a acdo fitotoxica do Al, alguns aspectos de sua toxicidade ainda séo
motivos de controvérsias ou sdo simplesmente subentendidos. Mais recentemente,
algumas evidéncias tém recebido consideravel atencdo, como € o caso do efluxo
de Al através da plasmalema (HAUG e SHI, 1991), da exsudacdo de acidos
organicos (MIYASAKA et al., 1991; DELHAIZE et al., 1993a; PELLET et al.,
1995; RYAN et al., 1995; FUENTE et al., 1997, LARSEN et al., 1998), e do

efluxo de fosfato inorganico (PELLET et al., 1996), considerados componentes
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importantes do mecanismo de exclusdo. Todavia, a hipdtese que envolve a
participacdo dos &cidos organicos sugere a formacdo de um sistema de protecdo
mais completo. Esses acidos poderiam imobilizar o Al em nivel celular ou, por
acao preventiva, complexa-lo na superficie da raiz e, ou, no apoplasma (BENNET
etal., 1985 e TAYLOR, 1988).

Gendtipos sensiveis de trigo acumularam cerca de trés a oito vezes mais Al
que gendtipos tolerantes (TICE et al., 1992). No entanto, este dado é conflitante
com outros trabalhos que indicam ndo existir diferenca no teor de Al entre
cultivares de trigo sensivel e tolerante, nas primeiras 12 h de exposicdo ao Al, ou
até mesmo o cultivar tolerante acumular mais Al quando as plantas sdo expostas a
tratamentos prolongados (WALLACE et al., 1982 e ZHANG e TAYLOR, 1989).
Independentemente de haver ou ndo diferenca no acumulo de Al entre cultivares
com tolerancia diferencial, os meristemas radiculares tornam-se sitios criticos
(RINCON e GONZALES, 1992). Nesse aspecto, o mecanismo de exclusio
assume grande relevancia, pois as plantas tolerantes parecem excluir o Al, tanto
do apoplasma quanto do simplasma. Além disso, muito comumente nessa
condicéo, observa-se a liberacdo de substancias, que podem formar complexos de
coordenacgdo com o Al de baixa ou nenhuma toxicidade TAYLOR (1988).

Evidéncias bastante antigas ja sugeriam a possibilidade de os acidos
organicos estarem envolvidos no mecanismo de tolerancia ao Al. Talvez,
WRIGHT (1948) tenha sido o primeiro a observar que diferentes sistemas
tampdes ou concentracdes diferenciadas de acidos organicos podiam influenciar
na maior ou menor atividade do Al No entanto, as pesquisas referentes a
producéo de acidos organicos nas plantas sob condicGes de estresse de Al somente
receberam maior atencdo nas ultimas duas décadas (HORST et al.,, 1982;
CAMBRAIA et al, 1983; SUHAYDA e HAUG, 1986; TAYLOR, 1988;
MIYASAKA et al.,, 1991; DELHAIZE et al., 1993a; RYAN et al.,, 1995;
FUENTE et al., 1997, LARSEN, et al., 1998). MIYASAKA et al. (1991),
trabalhando com cultivares de feijdo de corda, em cultivo asséptico contendo Al,
observaram que o sistema radicular do cultivar tolerante liberou setenta vezes

mais citrato que as raizes do cultivar sensivel. KOCHIAN (1995) aponta a
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liberacdo de acidos organicos pelos apices radiculares, induzida por Al, como um
dos mais importantes componentes do mecanismo de tolerancia ao Al em
genotipos de trigo. A producdo desses compostos organicos sugere uma possivel
imobilizacdo do Al na rizosfera, no apoplasma, com a participagdo de
componentes estruturais da parede celular, como também no simplasma. A
formacdo de complexos estaveis desses exsudatos com o Al ainda apresenta outra
caracteristica importante que é a diminuicdo da atividade do Al monomérico,
inibindo sua absorcao através da membrana plasmatica (TAYLOR, 1991).

O aumento no teor de &cidos organicos tem sido observado sob condicdes
de estresse de Al em varias espécies que apresentam tolerancia diferencial a este
elemento, como Sorghum bicolor (CAMBRAIA et al., 1983), Zea mays L.
(SUHAYDA e HAUG, 1986), Phaseolus vulgaris (MIYASAKA et al., 1991) e
Triticum aestivum (DELHAIZE et al., 1993a e BASU et al., 1994). Em sorgo,
CAMBRAIA et al.(1983) observaram maior acumulo de acido t-aconitico e
malato no cultivar tolerante, quando comparado com o cultivar sensivel. Em trigo,
0 malato foi o acido organico predominante no exsudato, e 0 aumento na
exsudacdo do malato ocorreu consistentemente no cultivar tolerante (DELHAIZE
et al., 1993a). Esse incremento foi atribuido a maior sintese e exportacdo desse
acido organico (BASU et al., 1994).

DELHAIZE et al. (1993a) encontraram fortes evidéncias de que o Al pode
agir como sinalizador da liberacdo de malato. Segundo esses autores, a producéo e
exsudacdo de malato so € disparada por AI3+, ndo sendo influenciada por outros
cations polivalentes como La3+, Sc3+, Mn2+, zn”". Além disso, o efluxo de malato
¢ observado somente nos apices radiculares, tecidos reconhecidos como sitios
primérios da toxicidade do Al. Corroborando tais evidéncias, as taxas mais altas
de exsudacdo de malato foram consistentemente observadas em cultivares
tolerantes ao Al, e a adicdo do acido malico a solucdo nutritiva contendo Al
protegeu as raizes do cultivar sensivel da toxicidade deste elemento.

No citoplasma, o0 malato existe primariamente como anion divalente e seu
transporte para fora das celulas € compensado por uma absorcdo equivalente de

anions, ou pelo efluxo de cations. DURIEUX et al. (1993 e 1995) observaram que
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a absorcdo de nitrato por plantulas de milho diminuiu apés 30 min de exposicdo
ao Al, sugerindo que o nitrato estaria sendo trocado pelo malato. Todavia, ndo se
pode descartar a possibilidade de outros anions organicos ou inorganicos estarem
envolvidos nesse processo. O malato sintetizado no citoplasma é exsudado para o
apoplasma por meio de canais. Nesse sentido, RYAN et al. (1995) sugerem que 0
Al possa influenciar de trés formas a abertura de canais na membrana plasmatica:
1) O Al interagiria diretamente com a proteina que forma o canal, causando uma
mudanca conformacional e aumentando seu tempo de abertura ou condutéancia; 2)
O Al interagiria com receptores especificos na superficie da membrana induzindo
a formacéo de mensageiros secundarios que mudariam a atividade dos canais; e 3)
O Al no citoplasma alteraria a atividade do canal, diretamente, por ligacdo com a
proteina canal ou indiretamente via transducéo de sinais.

O efluxo de malato por apices radiculares, atraves de canais ou por outro
sistema de transporte transmembrana, atualmente tem sido considerado como uma
das principais vias de tolerancia e, talvez, um mecanismo geral de tolerancia
contra a acdo toxica do Al em plantas de trigo (TICE et al., 1992; DELHAIZE et
al., 1993b; RYAN et al., 1995).

Com relacdo a complexacdo organo-metélica, alguns trabalhos tém
mostrado que esta reacdo diminui o efeito toxico do Al sobre as plantas (TAN e
BINGER, 1986 e HUE et al., 1986). De acordo com HUE et al. (1986), o grau de
amenizacdo da toxicidade do Al depende principalmente da concentracdo e da
estabilidade do complexo formado. Os &cidos organicos: citrico, malico, oxalico,
etc. formam complexos estaveis com o Al, ao contrario dos acidos formico,
maléico e succinico. Estes, por formarem complexos de baixa estabilidade, séo
considerados como pouco eficientes na amenizacdo da toxicidade de Al. Na
verdade, os acidos que possuem grupos RCOCOO’, RCOCH,COO’, RCO-HCOO
e RCOHCH,COO™ podem formar complexos fortes com Al, por meio de ligacGes
do tipo anel, envolvendo cinco a seis atomos de carbono. O complexo Al-ligante

sera tanto mais estavel quanto maior for o nimero desse tipo de ligacao.



Em plantas, ainda existem muitas contradi¢fes e desinformacdes relativas a
biossintese e ao acumulo de 4acidos organicos. H& necessidade de melhor
entendimento dos processos de sintese, da atividade e da regulacéo das principais
enzimas envolvidas nas rotas bioquimicas ligadas ao metabolismo destes acidos,
de modo especial, no caso de plantas sob estresse de Al. RYAN et al. (1995)
observaram que apices radiculares de plantulas de trigo tolerantes ao Al
sintetizaram mais malato que os éapices das plantas sensiveis. No entanto,
encontraram apenas pequeno efeito do Al sobre as atividades das principais
enzimas relacionadas com o metabolismo do malato, a carboxilase do
fosfoenolpiruvato e a desidrogenase do malato. Os autores sugerem que, tendo
esses cultivares a mesma capacidade de produzir malato, a diferenca em termos de
tolerancia a toxicidade do Al estaria na capacidade para transportar 0 malato
através da membrana plasmatica.

Na maioria das plantas dicotiledoneas, o acido organico encontrado em
maior quantidade é o citrico. MIYASAKA et al. (1991), trabalhando com
cultivares de feijdo de corda em cultivo asseptico contendo Al, observaram que o
sistema radicular do cultivar tolerante liberou setenta vezes mais citrato que as
raizes do cultivar sensivel. Com base em informacdes dessa natureza, FUENTE et
al. (1997) produziram plantas transformadas de fumo e de mamado para
superexpressar genes que codificam para a enzima sintase do citrato. Estes autores
concluiram que a super producdo de citrato resultou em maior tolerdncia das
plantas ao estresse do Al.

Outros relatos sugerem que as enzimas cinases do NAD", reguladas ou ndo
por calmodulina, e enzimas que catalisam reacfes biogquimicas de sintese de
NADP" estdo envolvidas nas respostas a toxicidade do Al em trigo (SLASKI,
1989). Dessa forma, pela regulacéo da producio de NAD™ e NADP®, pode ocorrer
limitacdo de varias outras reacdes dependentes destes co-fatores.

As rotas metabolicas de biossintese e, ou, de degradacdo de Aacidos
organicos sédo complexas e bastante variadas, e ainda ndo estdo perfeitamente
esclarecidas. Hoje, sabe-se que as enzimas malicas dependentes de NAD" e de

NADP*, a desidratase do citrato, a isomerase do aconitato, a desidrogenase do
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isocitrato, além da carboxilase do fosfoenolpiruvato, da desidrogenase do malato
e da fumarase, estdo diretamente ligadas a sintese, a degradacdo e,
conseguientemente, a manutencdo dos niveis dos acidos malico, citrico e aconitico,
supostamente 0s mais importantes acidos organicos para 0 mecanismo de
tolerancia ao Al em plantas. Entretanto, pouco se sabe sobre os efeitos do Al
sobre a atividade destas enzimas.

Qualquer que seja o mecanismo de tolerancia das plantas ao Al,
envolvendo a participacdo dos acidos organicos: exclusdo (MIYASAKA et al.,
1991; DELHAIZE et al., 1993a; RYAN et al., 1995, FUENTE et al., 1997;
LARSEN, et al., 1998), ou tolerancia (HORST et al., 1982; CAMBRAIA et al.,
1983; SUHAYDA e HAUG, 1986; TAYLOR, 1988) ou ambos, um estudo
minucioso das rotas biogquimicas de biossintese e de degradacdo, modo de
transporte e de exsudacdo dos principais acidos organicos contribuird para o

esclarecimento do(s) mecanismo(s) de toleréancia ao Al em plantas de sorgo.



CAPITULO 1

EFEITO DO ALUMINIO SOBRE O CRESCIMENTO DE PLANTAS DE
SORGO, OS TEORES DE P, K, Ca E Mg E A AMENIZAGCAO DA
TOXICIDADE VIA APLICACAO DE ACIDO MALICO

1. INTRODUCAO

A toxicidade do Al tem sido identificada como um dos principais fatores
limitantes do crescimento das plantas em solos acidos (KOCHIAN, 1995). Esses
solos sdo considerados agrondmica e economicamente mais dificeis de serem
aproveitados para o cultivo agricola, ndo somente pela alta concentragdo de H”,
mas, também, por possuirem baixos teores de P, Ca, Mg e K e elevados teores de
Al trocavel. Plantas ndo-adaptadas, sob niveis toxicos de Al, tém grande limitacdo
no crescimento dos seus sistemas radiculares (DELHAIZE e RYAN, 1995). As
raizes tornam-se grossas, curtas e funcionalmente ineficientes para desenvolverem
suas fungdes essenciais de absorcdo de agua e de elementos minerais.

Deficiéncias de elementos minerais nas plantas séo comumente associadas
a alteracbes no metabolismo dos acidos organicos que, por sua vez, no caso de

plantas cultivadas em solos acidos, apresentam tanto deficiéncias minerais quanto
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mudancas no metabolismo dos acidos organicos, quase sempre associadas a
presenca de Al em niveis toxicos (POPP e KINZEL, 1981 e KOCHIAN, 1995).

Aumentos na producdo, no acumulo e na exsudacdo de acidos organicos
tém sido freqiientemente citados na literatura, para explicar a tolerancia de certas
plantas ao estresse causado pelo Al (KOCHIAN, 1995). Nesse sentido, existem
varias publicacdes sugerindo a participacdo de &cidos organicos tanto nos
mecanismos de exclusdo (MIYASAKA et al., 1991; DELHAIZE et al., 1993a;
BASU et al.,, 1994; FUENTE, et al., 1997), quanto de tolerancia interna
(CAMBRAIA et al., 1983 e SUHAYDA e HAUG, 1986).

Os apices radiculares, de maneira geral, envolvidos por compostos
organicos, acumulam quantidades de Al quase sempre maiores que outras partes
do tecido vegetal maduro (BENNET e BREEN, 1991; RINCON e GONZALES,
1992). Estes resultados sugerem que as plantas capazes de produzirem e
exsudarem mais acidos organicos promovem a formacdo de uma barreira para
inibir ou pelo menos amenizar a livre acdo do Al toxico.

O grau de amenizacdo da toxicidade do Al, associado a exsudacdo de
acidos organicos e, ou, de outros compostos organicos ou inorganicos depende
principalmente da concentracdo e da estabilidade do complexo formado. Os
acidos organicos di e tri-carboxilicos, em geral, formam complexos estaveis com
0 Al, sendo considerados 0s mais importantes &cidos organicos na amenizacao da
toxicidade de Al (HUE et al., 1986). A estabilidade do complexo sera tanto maior
quanto maior for o numero de ligacOes estabelecida entre o(s) ligante(s) e o Al
(TAN e BINGER, 1986 ¢ HUE et al., 1986).

Neste trabalho, estudaram-se os efeitos do Al sobre o crescimento de
plantas, os teores e a distribuicdo do Al na planta e em diferentes porgdes de
segmentos radiculares, e os teores de P, K, Ca e Mg no tecido vegetal, utilizando-
se dois cultivares de sorgo com tolerancia diferencial ao Al. Adicionalmente,
tentou-se amenizar o efeito do Al com a aplicacdo de acido malico a solucéo

nutritiva.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéo e cultivo das plantulas

Nos experimentos, foram utilizados dois cultivares de sorgo (Sorghum
bicolor L. Moench), com tolerancia diferencial ao Al, sendo o BROO7A o
cultivar sensivel e 0 BROO6R o cultivar tolerante ao Al, fornecidos pelo Centro
Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo, em Sete Lagoas - MG, Brasil.

As sementes, selecionadas quanto ao tamanho e a forma, apos esterilizacao
superficial com hipoclorito de sodio a 2%, durante 20 min, lavagem em &gua
corrente e, em seguida, em agua desmineralizada, foram colocadas em cartuchos
de papel-substrato para germinagdo (pH neutro). Depois de preparados, 0S
cartuchos foram transferidos para vasos com capacidade para 1,6 L, contendo
solucdo nutritiva de Clark (CLARK, 1975), com um quinto da forca idnica, sob
aeracdo continua, e cobertos com sacos plasticos para criar uma camara umida.
Apbs trés dias, os sacos plasticos foram retirados e as plantulas ficaram por mais
quatro dias nos cartuchos. Completados sete dias, as plantulas foram
uniformizadas quanto ao tamanho da raiz e da parte aérea e utilizadas nos diversos

ensaios.
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A obtencéo das plantulas e todos os experimentos foram conduzidos em
sala de crescimento com temperatura controlada (25 + 3°C), fluxo de radiagéo

fotossinteticamente ativa de 230 umoles m?s™ e fotoperiodo de 16 h.

2.2. Efeito do Al sobre o crescimento e os teores dos elementos minerais nas
plantas

As plantulas foram transferidas em ndmero de quatro para vasos
plasticos de 1,6 L, contendo solucdo nutritiva de Clark completa (CLARK,
1975), pH 4,0, contendo os tratamentos com Al nas seguintes concentragdes: 0,
50, 100, 200 e 400 uM, na forma de Al,(SO4); 18.H,0, sendo o pH corrigido
diariamente. Ap0s sete dias, o cultivo foi interrompido, as plantas colhidas,
lavadas em agua corrente, em HCI 0,1 N e, em seguida, lavadas novamente em
agua corrente e enxaguadas em agua desmineralizada e, entdo, divididas em
raizes e parte aérea. Determinou-se o comprimento da maior raiz, no inicio e
final do experimento, e 0 peso da matéria seca apds secagem em estufa a 70°C,
até peso constante. Apds a mineralizacdo das amostras com uma mistura nitrico-
perclérica (ALLAN, 1969), os teores de Al e P, foram determinados por
espectrofotometria do visivel, pelo método de aluminona (WANG e WOOQOD,
1973) e pelo metodo de LINDEMAN (1958), respectivamente, e 0s demais

elementos minerais, K, Ca e Mg por espectrofotometria de absorcao atdmica.

2.3. Distribuicdo do Al nos apices radiculares

Nesse experimento, as plantulas obtidas, conforme descrito no item 2.1.,
foram submetidas ou ndo ao tratamento com Al (185 uM), durante sete dias e,

entdo, as plantas foram colhidas e as raizes foram seccionadas em segmentos de
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5,0 mm, a partir da ponta da raiz até 20 mm (0-5, 5-10, 10-15 e 15-20). Apds
secados e mineralizados, os segmentos foram submetidos a analise de Al, como

mencionado no item anterior.

2.4. Amenizacdo da toxicidade do Al pela aplicacdo de acido malico

Plantulas de sete dias, dos cultivares sensivel e tolerante, obtidas
conforme descrito anteriormente, selecionadas quanto a uniformidade de
tamanho, foram expostas ou ndo ao Al na concentragdo de 50 uM, na presenca de
acido malico nas concentracdes de 0, 50, 100, 200 e 400 uM, em solucdo de
Clark, pH 4,0. Apds cinco dias, as plantulas foram colhidas e mediu-se o
comprimento da maior raiz (CMR), DELHAIZE et al. (1993a)

2.5. Delineamento experimental

Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial (2 x 5) constituidos
dos seguintes fatores: dois cultivares de sorgo (sensivel e tolerante) e cinco doses
de Al, no delineamento de blocos casualizados. Os resultados foram submetidos
as andlises de variancia e de regressdo. A significancia dos coeficientes das
equacOes de regressdo ajustadas foi avaliada pelo teste F, a 5 e 1% de

significancia.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeito do Al sobre o crescimento e os teores dos elementos minerais nas
plantas

3.1.1. Efeito do Al sobre o peso da matéria seca

Os pesos da matéria seca das raizes e da parte aérea decresceram com 0
aumento dos niveis de Al na solugdo nutritiva (Figura 1). O cultivar sensivel
produziu menor quantidade de matéria seca que o tolerante, tanto nas raizes
quanto na parte aerea. Nas raizes, a reducdo no peso da matéria seca causada pelo
Al foi em média 30,7% maior no cultivar sensivel, quando comparada com o
cultivar tolerante. Na parte aérea, o cultivar sensivel sofreu maior reducdo no
peso da matéria seca que o cultivar tolerante, mas a diferenca entre os cultivares
decresceu com o aumento da concentracdo de Al na solucdo nutritiva até ndo
mais existir diferenca entre eles na concentracao de 400 pM. Nas concentragdes
mais baixas, como por exemplo 50 M de Al na solugdo nutritiva, as redugdes no
peso da matéria seca de raizes causadas pelo Al foram de 11,5% e 27,3% e na
parte aérea de 17,8% e 22,7%, nos cultivares tolerante e sensivel,

respectivamente.
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Figura 1 — Efeito de concentragdes de Al sobre os pesos da matéria seca das
raizes e da parte aérea de dois cultivares (S = sensivel | e
T = toleranten) de sorgo.



Assim sendo, 0 peso da matéria seca das raizes mostra mais claramente o
diferencial de tolerancia ao Al desses cultivares que o peso da matéria seca da
parte aérea, fato este ja bem relatado na literatura (TAYLOR, 1988; RENGEL,
1992; HAUG et al., 1994, DELHAIZE e RYAN, 1995). No entanto, observa-se
que nas raizes e, principalmente, na parte aérea, as diferencas entre os cultivares
diminuem e até desaparecem com o0 aumento na concentracdo de Al na solucéo
nutritiva. CAMBRAIA et al. (1991) observaram resultados semelhantes a estes,
também trabalhando com plantas de sorgo, e CAMBRAIA e CAMBRAIA
(1995) confirmaram estas respostas a concentracfes crescentes de Al em
diferentes genotipos de milho. A inibicdo do crescimento da parte aérea, segundo
MOUSTAKAS et al. (1995), ¢ uma resposta secundaria ao Al e, portanto,
provavelmente inadequada para indicar diferencas entre os cultivares. Apesar
disso, estes autores observaram que o Al provoca inibicdo parcial no transporte
de elétrons na fotossintese, levando a um decréscimo na eficiéncia de utilizagao
da luz durante o estresse causado pelo Al, de modo mais intenso no cultivar
sensivel. Para LAZIC-JANCIC et al. (1991), diferencas no peso da matéria seca
das raizes e da parte aérea ndo auxiliam na distin¢do de genotipos de milho para

tolerancia ao Al.

3.1.2. Efeito do Al sobre o comprimento da maior raiz (CMR)

O efeito inibitorio do Al sobre o comprimento da maior raiz (CMR) foi
mais intenso nas concentragdes mais baixas, até cerca de 100 uM de Al na
solucdo nutritiva. Em seguida, mesmo com o aumento nas concentragdes de Al,
ndo se observaram alteragdes no CMR (Figura 2). O cultivar sensivel apresentou

reducdo do CMR significativamente maior que o cultivar tolerante.
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As reducdes do CMR foram da ordem de 56 e 43%, para os cultivares sensivel e
tolerante, respectivamente, quando as plantas foram tratadas com apenas 50 uM
de Al. Nas concentracbes mais elevadas, o CMR néo foi alterado de forma
substancial, e as diferencas entre os cultivares foram diminuindo até quase ndo
mais existirem.

O alongamento da raiz seminal, medido pelo comprimento da maior raiz,
tem sido considerado um dos melhores parametros para selecionar plantas de
milho quanto a tolerdncia ao Al (MAGNAVACA et al., 1987, CAMBRAIA e
CAMBRAIA, 1995) e de sorgo (CAMBRAIA et al., 1991). Estes autores
mostraram que a discriminacédo entre linhagens endogamicas, cultivares, hibridos
ou variedades, com base no crescimento da maior raiz, é relativamente facil, desde
que se escolha uma concentracdo de Al e um tempo de exposi¢do adequados.
Ensaios desse tipo, geralmente, indicam com melhor preciséo as diferencas entre
plantas quanto a toleréncia ao Al, quando comparados com aqueles ensaios
baseados na diferenca de peso de matéria seca, pelo fato de, quase sempre, existir
diferenca de vigor entre as plantas produzidas. Como a avaliacdo do CMR pode
ser feita antes e depois da aplicacdo do tratamento com Al € possivel fazer-se uma
correcdo para as eventuais diferencas de vigor das plantulas. Esse fator é
conseguido por meio da selecdo inicial e das medicdes iniciais e finais do
crescimento das raizes, submetidas ao estresse do Al. Alem do mais, a analise do
efeito do Al sobre o crescimento da maior raiz destaca outro aspecto importante
da tolerancia das plantas as injarias causadas pelo Al no sistema radicular,
conforme sugerido por ANDERSSON (1988). Este autor ressalta que as raizes
sob condicdes de estresse de Al diminuem o alongamento embora o peso da
matéria seca, as vezes, permaneca inalterado pelo tratamento com Al. Isto pode
ocorrer porque a reducdo no comprimento geralmente é acompanhada por
aumento no didmetro das raizes, engrossamento este, que, de certo modo, pode
compensar perdas de peso por efeito da reducdo no comprimento. Ha4,
paralelamente, perda na area superficial da raiz, mudancga que funcionalmente é

mais importante que a variagao de massa.
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3.1.3. Efeito do Al sobre os teores de Al e a sua distribuicdo nos apices
radiculares

Os teores de Al, tanto nas raizes quanto na parte aérea, aumentaram com o
aumento dos niveis de Al na solucdo nutritiva, nos dois cultivares, sendo que o
cultivar sensivel acumulou mais Al que o cultivar tolerante (Figura 3). Nas raizes
dos dois cultivares, os teores de Al aumentaram lentamente até concentracdes
proximas a 100 uM de Al na solucdo nutritiva. Nas concentracfes superiores a
esta, observou-se aumento linear nos teores de Al no tecido radicular dos dois
cultivares até cerca de 300 uM. A partir dessa concentracdo, os cultivares
passaram a acumular diferencialmente o Al, chegando o cultivar sensivel a
apresentar 12,5% mais Al que o cultivar tolerante na concentragdo mais elevada.
De maneira geral, os teores de Al encontrados nos tecidos vegetais foram
menores que aqueles encontrados em plantas de sorgo por GONCALVES et al.
(1996). Deve-se ressaltar, entretanto, que estes autores trabalharam com plantas
mais velhas, expostas ao Al durante um periodo maior de tempo, aspecto que, de
certo modo, torna essas plantas capazes de acumular mais Al nos seus tecidos. O
tecido vegetal maduro apresenta maior superficie de adsorcéo e, ou, absorcao do
Al e, também, potencialmente, maior capacidade para transportar o Al para a
parte aérea. Diferencas no acumulo do Al entre cultivares sdo normalmente
conflitantes, conforme observaram RINCON e GONZALES (1992), em
cultivares de trigo sensiveis e tolerantes ao Al. Alguns estudos mostram que
gendtipos sensiveis acumulam cerca de trés a oito vezes mais Al que genotipos
tolerantes (TICE et al., 1992). Isto, contudo, nem sempre acontece. Outros
trabalhos indicam ndo haver diferenca entre cultivares de trigo sensivel e
tolerante, pelo menos nas primeiras 12 h de exposicdo ao Al (WALLACE et al.,
1982 e ZHANG e TAYLOR, 1989), ou, as vezes, os cultivares tolerantes
acumulam mais Al, em tratamentos durante 24 h ou mais de exposicdo ao Al
(ANIOL,1984 e ZHANG e TAYLOR, 1989).
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fatores associados. RINCON e GONZALES (1992), em face disto, sugerem que,
nos casos de selecdo de plantas para tolerancia ao Al, o acimulo deste elemento,
em amostra resultante das raizes como um todo, pode ndo ser um bom indicador.
O comportamento diferencial pode ser mais bem avaliado pela analise de Al nos
tecidos meristematicos dos apices radiculares.

Na auséncia de Al, ndo foram observadas diferencas na distribuicdo do Al
nos segmentos radiculares de plantas de sorgo e os cultivares também néo
diferiram entre si (Quadro 1). Por outro lado, na presenca do Al, o apice radicular,
isto é, 0 segmento 0-5 mm, apresentou a maior concentracdo de Al, que diferiu

significativamente dos demais segmentos nos dois cultivares.

Quadro 1 - Distribuicdo de Al em segmentos de apices radiculares de dois
cultivares de sorgo, na auséncia e na presenca de Al

Al Segmento da raiz Sensivel Tolerante
(M) (mm) (mgkg™ MS)
5 47,6 Aa 42,9 Aa
0 10 47,5 Aa 41,2 Aa
15 49,2 Aa 44,4 Aa
20 47,6 Aa 49,2 Aa
5 876,8 Aa 699,1 Ba
L85 10 576,3 Bb 535,5 Bb
15 555,3 Bb 532,0 Bb
20 531,9 Bb 513,9 Bb

* Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas nas linhas e pelas mesmas letras mindsculas
nas colunas, de cada nivel de Al, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

Nesse segmento das raizes, o cultivar sensivel apresentou teor de Al 25,4%
maior que o cultivar tolerante. Estes resultados, de certo modo, confirmam

aqueles encontrados por (BENNET e BREEN,1991; RINCON e GONZALES,
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1992), e sugerem que o meristema apical é, realmente, o principal sitio
acumulador ou de ligacdo de Al nas raizes.

Em apices radiculares de trigo (coifa, meristema e zona de alongamento),
além de ter sido observado maior acimulo de Al, os danos fisicos também foram
mais intensos quando comparados com os demais tecidos das raizes (DELHAIZE
e RYAN, 1995). WHEELER et al. (1992), em estudos citolégicos de apices
radiculares, por meio de microscopia Optica e eletrdnica, ndo observaram
nenhuma evidéncia de dano causado pelo Al em apices de cultivares tolerantes
de trigo, quando os mesmos foram expostos ao Al. Ja nos cultivares sensiveis,
apos trés dias de exposicdo ao Al, observaram-se 0 enrubescimento, a
vacuolizacdo e a degeneracdo das celulas do apice radicular. O tecido radicular
parece desorganizar-se e degenerar, particularmente nas células da epiderme e
nas células mais externas do cortex. Estes autores citados, utilizando microscopia
eletrbnica e espectroscopia secundaria de massa ionica (SIMS), observaram
ainda espacamento da parede celular que fora severamente danificada na
epiderme dos apices radiculares.

Recentemente, SIVAGURU e HORST (1998) encontraram que, em milho,
a parte distal da zona de transi¢do do apice radicular, especialmente o segmento
entre 1-2 mm, desenvolvendo uma fase preparatoria de rapido alongamento, foi o
local de maior sensibilidade ao Al, corroborando o resultado encontrado neste

experimento.

3.1.4. Efeito do Al sobre os teores de P, K, Cae Mg
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Concentracdes crescentes de Al na solugdo nutritiva promoveram
decréscimo nos teores de P, K, Ca e Mg, tanto nas raizes quanto na parte aérea
(Figuras 4 a 7). Nas concentragdes de 50 a 100 uM de Al na solugéo nutritiva, de
modo geral, foram observadas as maiores diminuicdes nos teores desses
elementos minerais. A partir destas concentragdes, as reducdes nos teores desses
elementos tornaram-se cada vez menores e, praticamente, ndo se observaram
mais mudancas apreciaveis. Entretanto, é interessante observar que na
concentracdo mais elevada de Al na solucdo nutritiva, nas raizes do cultivar
tolerante, o teor de P foi 21,8% maior que no cultivar sensivel, e apenas 16,5%
menor que os teores de P nas plantas-controle, engquanto, nesta situacdo, o
cultivar sensivel apresentava reducdo da ordem de 30,4% (Figura 4). E provavel
que nesta concentracdo de Al esteja ocorrendo sua precipitacdo na forma de
fosfato de Al, o que reduziria a atividade quimica desse elemento na solucgéo
nutritiva e, portanto, seu efeito fitotoxico, permitindo recuperacéo na absorcédo de
P pelas raizes do cultivar tolerante. Corroborando esta hipdtese, existem algumas
evidéncias sugerindo que a tolerancia de certas plantas ao Al pode estar
relacionada a sua maior capacidade de absorverem e metabolizarem P, sob
estresse de Al. PELLET et al. (1996) sugerem ainda que cultivares tolerantes séo
capazes de exsudarem fosfato pelos apices radiculares, podendo reduzir o efeito
fitotoxico do Al na rizosfera. Na presenca do Al, parte do P é adsorvido e, ou,
precipitado na forma de fosfato de aluminio, no espaco livre aparente. A
absorcdo de P e sua translocacéo para a parte aérea sdo, pois, reduzidas (CALBO
e CAMBRAIA, 1980), observando-se 0 aparecimento de sintomas de deficiéncia
de P nestas plantas, de modo particular nas folhas que, geralmente, apresentam

menores teores desse elemento sob estresse de Al.
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O Al promoveu diminuicdo nos teores de K, nas raizes e na parte aérea
dos dois cultivares, mas nédo se observou diferenca entre os cultivares (Figura 5).
Os teores de K, nas raizes, decresceram em média 20%, apds exposicdo a
concentracdo de 100 uM de Al na solugéo nutritiva, mas nas concentracdes mais
elevadas praticamente ndo houve mais variagdo nos teores desse elemento. Na
parte aérea, 0s teores de K decresceram continuamente com o incremento das
concentracOes de Al na solucdo nutritiva. O teor de K no cultivar tolerante, na
concentracdo mais elevada de Al na solucdo nutritiva, foi 16,0% menor que o
teor de K no cultivar sensivel. Este resultado sugere que no cultivar tolerante
pode estar ocorrendo maior transferéncia do K da parte aérea para as raizes, na
forma de complexo ligado com o anion malato, favorecendo o acumulo desse
acido organico no sistema radicular desse cultivar. O Al, reconhecidamente um
inibidor da absorcéo de cations (CALBO e CAMBRAIA, 1980; MATSUMOTO
e YAMAYA, 1986; MYASAKA et al., 1989; GASSMANN e SCHROEDER,
1994; JONES et al., 1998), provavelmente, esta determinando as reducdes nos
teores de K, no tecido vegetal, pelo bloqueio dos canais de influxo de K*
(GASSMANN e SCHROEDER, 1994). Segundo esses autores, o Al, em
concentracdes de 8 UM, reduz o influxo do K* pela metade. KASAI et al. (1992)
afirmam que o Al ndo apenas inibe o influxo, mas também estimula o efluxo de
K* em raizes de aveia, o que, em parte, pode justificar as diminuigdes nos teores
de K observados nos tecidos de plantas sob estresse de Al.

A maioria dos trabalhos nesta area, utilizando amostra representativa do
sistema radicular como um todo, demonstra que o Al inibe a absorcéo de K e, por
consequéncia, diminui o teor deste elemento nos tecidos vegetais. Mas, tais
analises ndo séo feitas no tecido considerado sitio priméario da toxicidade do Al,
isto é, nos apices radiculares. Dessa forma, acredita-se que ndo existam ainda
evidéncias suficientes para afirmar que a inibicdo da absorcdo de K promovida

pelo Al seja uma das causas determinantes da fitotoxicidade desse elemento.
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Os teores de Ca diminuiram significativamente com o aumento das
concentracdes de Al na solucdo nutritiva, nos dois cultivares, tanto nas raizes
quanto na parte aérea, e os cultivares diferiram entre si para o teor de Ca na parte
aérea (Figura 6). Nas raizes, as reducdes nos teores de Ca ocorreram de forma
mais acentuada no cultivar sensivel. Na concentracdo de aproximadamente
50 uM, observaram-se reducgdes nos teores de Ca de 6,3% e 23,3% nos cultivares
tolerante e sensivel, respectivamente, quando comparados com as plantas
controle, mas essas reducdes foram diminuindo, até ndo mais existirem na
concentracdo mais elevada. Na parte aérea, o efeito do Al sobre os teores de Ca
manteve a mesma resposta observada nas raizes, mas de modo mais intenso,
sendo que na concentracdo de 50 UM as reducdes nos teores de Ca foram de
16,1% no cultivar tolerante e 39,3% no cultivar sensivel. Na concentracdo mais
elevada de Al na solugdo nutritiva, a reducdo no teor de Ca foi de 42,9% no
cultivar sensivel e de 33,9% no tolerante. Em média, na presenca do Al, estes
valores percentuais deixam clara a diferenca entre os cultivares, observando-se
reducdes nos teores de Ca da ordem de 43,5 e de 22,6% nos cultivares sensivel e
tolerante, respectivamente.

A reducdo mais acentuada no teor de Ca na parte aérea, quando
comparada a reducdo nas raizes, pode provavelmente estar associada a baixa
disponibilidade de Ca no xilema das plantas sob estresse de Al, comprometendo
0 transporte a longa distancia desse elemento entre as raizes e a parte aérea.

Somando-se a este fato, o baixo carregamento do Ca no floema pode
limitar naturalmente a redistribuicdo do Ca na planta (MARSCHNER, 1995).

Os cultivares de sorgo analisados neste experimento diferiram pouco
entre si com relacdo a composicdo mineral, exceto quanto ao teor de Ca na parte
aérea. Neste caso, conforme ja& mencionado anteriormente, na presencga do Al, o
cultivar tolerante sempre apresentou teores de Ca mais elevados que o cultivar

sensivel, independente da concentracdo de Al na solugéo nutritiva.
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Portanto, a tolerancia do cultivar BROO6R (Al-tolerante) pode, em parte, decorrer
da sua capacidade de manter a absorcdo e o transporte de Ca para a parte aérea
em niveis mais adequados para o metabolismo celular que no cultivar BROO7A
(Al-sensivel).

Os teores de Mg decresceram com 0 aumento da concentracdo de Al na
solucdo nutritiva, nas duas partes das plantas, tanto do cultivar sensivel quanto do
tolerante. Os cultivares, entretanto, ndo diferiram entre si em nenhuma das partes
analisadas (Figura 7). O efeito do Al diminuindo os teores de Mg foi mais
intenso até concentracdes por volta de 200 UM de Al na solucdo nutritiva, nos
dois cultivares. A partir desta concentracéo, os teores de Mg do cultivar tolerante
no sistema radicular e do cultivar sensivel na parte aérea tenderam para uma
estabilizacdo. Os teores de Mg no sistema radicular do cultivar sensivel e na parte
aérea do cultivar tolerante, por outro lado, decresceram continuamente com o
aumento nas concentracdes de Al na solucdo nutritiva.

O Al parece inibir competitivamente a absor¢cdo de Mg, resultando na
diminuicé@o nos teores de Mg nos tecidos vegetais (KOCHIAN, 1995). Segundo
este autor, a inibicdo da absorcdo de Mg promovida pelo Al decorre,
provavelmente, da competicdo entre estes cations pelos sitios de absorcdo nas
raizes.

No entanto, ainda ndo se tem certeza de como Se processa esta inibicao.
MARTIN (1992) sugere que parte do efeito do Al sobre os teores de Mg
decorrem da capacidade de o Al interagir com sitios regulados pelo Mg*, uma
vez que estes dois elementos possuem raios i6nicos semelhantes e nos sistemas

biolégicos parece ser comum o deslocamento do Mg®* pelo AI*".
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A inibicdo por AI**, dos processos dependentes de Mg, por sua vez,
pode alterar grande nimero de processos celulares, incluindo a acdo de enzimas
transferidoras de grupos fosfatos, a formacdo de ésteres de carboidratos, as
interacBes com o citoesqueleto e os eventos de transducdo de sinais nas células
(KOCHIAN, 1995). Estas evidéncias podem ser reforcadas pelas observacoes de
MacDONALD e MARTIN (1988) de que o AI** em concentracdes nanomolares
compete efetivamente com o Mg* em concentracdes milimolares por sitios
receptores de GTP e GDP, e a taxa de hidrdlise do GTP que é importante na
regulacdo dos microtdbulos “in vivo” é bastante reduzida pela ligacdo do AI**.
Os mesmos autores sugerem que pequenas mudangas na concentracao citossolica
do AI** sdo suficientes para alterar a dindmica de formacdo e degradacdo dos

microtubulos, gerando uma disfuncéo celular.

3.2. Amenizacao da toxicidade do Al

O Al na concentracdo de 50 uM, na auséncia de acido malico, provocou
reducdes de cerca de 56 e 29% no comprimento da maior raiz dos cultivares
sensivel e tolerante, respectivamente, quando comparadas as plantas-controle
(Figura 8). A reducé@o no comprimento da maior raiz causada pelo Al diminuiu
gradativamente com o incremento de acido malico a solugdo nutritiva. No nivel
mais elevado de &cido malico, a maior raiz tinha um comprimento 24 e 8%
menor que o controle, para os cultivares sensivel e tolerante, respectivamente.
Esse acido, portanto, mesmo na concentracdo de 400 uM, conseguiu amenizar

apenas parte dos efeitos toxicos do Al, principalmente no cultivar tolerante.
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Resultados semelhantes foram obtidos por DELHAIZE et al. (1993a),
com plantulas de trigo sensiveis ao Al. Estes autores observaram que, mesmo
quando a concentragdo do acido malico foi oito vezes maior que a do Al em
solucdo, as plantulas ndo foram completamente protegidas, isto é, ndo se
observou completa reversdo da inibicdo do crescimento das raizes causada pelo
Al. Os autores, contudo, acreditam que a razdo acido malico/Al requerida para a
amenizacdo total dos efeitos inibidores do Al em seu experimento pode néo estar
refletindo a realidade. Como as plantulas foram crescidas em volumes muito
pequenos (50 mL) de solucdo, durante cinco dias, ndo tendo sido mudada a
solucdo, pode ter ocorrido absorcdo do acido malico no decorrer do ensaio,
reduzindo assim sua concentracdo na solugdo nutritiva. Contudo, essa
interpretacdo pode ndo ser a mais adequada para este ensaio. Talvez, em volumes
maiores e com constante homogeneizacdo da solucédo nutritiva pelo sistema de

aeracdo, esses fatores favorecam a distribuicdo uniforme do acido malico na
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solucdo nutritiva, o que impediria um acUimulo maior do &cido apenas nas
circunvizinhangas da raiz e, considerando ainda que o coeficiente de difuséo do
4cido malico é muito baixo (0,5 x 10”° m? s), a agdo completa do 4cido sobre o
Al, mesmo nas camadas mais proximas as raizes, ficaria prejudicada. Isto, em

parte, pode justificar a amenizacdo apenas parcial do acido malico.
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4. CONCLUSOES

Os pesos da matéria seca dos cultivares e 0 comprimento da maior raiz
(CMR) diminuiram com o aumento das concentracdes de Al na solucdo, e o
cultivar sensivel foi mais severamente afetado. O CMR mostrou ser melhor
indicador da tolerancia diferencial ao Al entre os cultivares.

Os teores de Al no tecido vegetal, tanto nas raizes quanto na parte aérea,
aumentaram com os niveis de Al na solucdo nutritiva, havendo diferenca entre os
cultivares. O Al acumulou-se predominantemente no apice radicular (0-5 mm).
Nesse segmento da raiz, o cultivar sensivel acumulou 25,4% mais Al que o
cultivar tolerante.

Os teores dos elementos minerais P, K, Ca e Mg no tecido vegetal
diminuiram com o aumento dos niveis do Al na solugédo nutritiva, mas ndo houve
diferencas entre os cultivares, exceto quanto ao teor de Ca, na parte aérea, em
que o cultivar sensivel foi mais afetado.

A aplicacdo de acido malico resultou em amenizacdo do efeito inibitorio
do Al sobre o alongamento radicular, mas ndo houve eliminacdo completa da

toxicidade do Al, mesmo na concentracdo mais alta utilizada.
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CAPITULO 2

EFEITO DO ALUMINIO SOBRE OS TEORES DE ACIDOS ORGANICOS
NO TECIDO VEGETAL E NA SEIVA XILEMATICA E O EFLUXO DE
ACIDO MALICO PARA A SOLUCAO NUTRITIVA

1. INTRODUCAO

Os acidos organicos podem-se acumular nas plantas, ou em determinadas
partes destas, sob diversos tipos de estresse, apresentando variagcbes em suas
quantidades para diferentes espécies e, ou, dentro da mesma espécie. Os padrdes
de acumulo desses acidos organicos podem até mesmo auxiliar na diferenciagédo
do tipo e do modo de metabolismo de determinada espécie, como também podem
indicar alteragdes metabdlicas relacionadas a estresses (TRIPLETT et al., 1980;
POPP e KINZEL, 1981).

Vérios autores tém sugerido a possibilidade de &cidos organicos estarem
envolvidos no(s) mecanismo(s) de tolerancia das plantas ao Al (CAMBRAIA et
al., 1983; SUHAYDA e HAUG, 1986; MIYASAKA et al., 1991; DELHAIZE et
al., 1993a; BASU et al., 1994; RYAN et al., 1995; FUENTE et al., 1997,
LARSEN et al., 1998). O modo como esses acidos organicos conferem tolerancia

ao Al ndo é totalmente conhecido. Alguns autores acreditam que os &cidos
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organicos possam complexar o Al citoplasmatico, eliminando sua toxicidade
(CAMBRAIA et al., 1983; SUHAYDA e HAUG, 1986). Outros sugerem que 0S
acidos organicos exsudados pelas plantas promoveriam a complexacdo do Al na
superficie das raizes e no apoplasma, eliminando sua toxicidade (DELHAIZE et
al., 1993a; BASU et al.,, 1994; RYAN et al.,, 1995; FUENTE et al., 1997,
LARSEN et al., 1998).

O aumento no teor de &cidos organicos tem sido observado sob condi¢des
de estresse de Al, em varias espécies que apresentam tolerancia diferencial ao Al,
como Sorghum bicolor (CAMBRAIA et al., 1983); Zea mays L. (SUHAYDA e
HAUG, 1986; PELLET et al., 1995); Phaseolus vulgaris (MIYASAKA et al.,
1991); e Triticum aestivum (DELHAIZE et al., 1993a; BASU et al., 1994). Estes
aumentos tém sido atribuidos a maior sintese e exportacdo desses acidos (BASU
etal., 1994).

Em sorgo, CAMBRAIA et al. (1983) observaram maior acumulo de acido
t-aconitico e de acido malico no tecido vegetal do cultivar tolerante, quando
comparado com o cultivar sensivel. SUHAYDA e HAUG (1986) encontraram
maiores teores de &cido malico e de t-aconitico em plantulas hibridas de milho
tolerantes ao Al.

Em plantulas intactas de trigo, crescendo sob condicfes estéreis na
presenca de Al, DELHAIZE et al. (1993a) observaram estimulo a secrecdo de
acido malico e de acido succinico nas plantulas tratadas com Al. Estes autores
mostraram que 0s genotipos tolerantes exsudavam cerca de 10 vezes mais acido
malico e cerca de trés a cinco vezes mais acido succinico que 0s genotipos
sensiveis. Os autores observaram, também, que a exsudacdo do malato foi
consistentemente expressa no cultivar tolerante.

DELHAIZE et al. (1993a) encontraram fortes evidéncias de o Al estar
agindo como sinalizador para abertura de um canal para malato, resultando na
liberacdo de malato para 0 meio externo. Segundo estes autores, a liberacdo so e
realizada na presenca de AI”" e outros elementos como La3+, Sc3+, Mn2+, zn”" nio
conseguem fazé-la. DELHAIZE e RYAN (1995) sugerem que o Al possa

influenciar a abertura desses canais, interagindo diretamente com a proteina que
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forma o canal, causando uma mudanga conformacional e aumentando seu tempo
de abertura ou condutancia. Pode ainda interagir com receptores especificos na
superficie da membrana, induzindo a formacdo de mensageiros secundarios que
mudariam a atividade dos canais ou ainda por meio de uma acdo combinada dos
dois mecanismos.

O efluxo de malato por apices radiculares, e sua possivel reacdo com o Al,
transformando-o num complexo ndo-toxico, tem sido considerado um importante
componente do sistema de toleréncia das plantas ao Al e talvez um mecanismo
geral de tolerancia contra a acdo toxica do Al em trigo (DELHAIZE et al., 1993a;
RYAN et al., 1995; KOCHIAN, 1995).

O acido malico é o principal acido organico implicado no mecanismo de
tolerancia de certas gramineas ao Al (SUHAYDA e HAUG, 1986 e KOCHIAN,
1995). Varios aspectos de seu metabolismo, de sua compartimentalizacao e de sua
exsudacdo tém sido bastante estudados em diversas espécies como trigo
(DELHAIZE et al., 1993a e RYAN et al., 1995) e milho (SUHAYDA e HAUG,
1986) entre outras. No entanto, dentre outros acidos organicos, o &cido t-
aconitico também tem sido apontado como um dos mais importantes &cidos
organicos em gramineas (POPP e KINZEL, 1981). CAMBRAIA et al. (1983) e
SUHAYDA e HAUG (1986) encontraram que, sob condi¢cfes de estresse de Al,
0s acidos malico e t-aconitico foram os mais abundantes em plantas de milho e de
sorgo tolerantes ao Al, respectivamente. A determinacéo qualitativa e quantitativa
de &cidos organicos em plantas cultivadas sob estresse de Al podera trazer
importantes informacdes sobre sua participacdo no(s) mecanismo(s) de tolerancia
das plantas ao Al.

Neste trabalho, estudaram-se os efeitos do Al sobre os teores de acidos
organicos no tecido vegetal, o transporte desses acidos na seiva xilematica e o
efluxo de malato para solucdo nutritiva, em dois cultivares de sorgo com

tolerancia diferencial ao Al.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéo e cultivo das plantulas

Foram utilizados dois cultivares de sorgo (Sorghum bicolor L. Moench),
sendo o BROO7A considerado o cultivar sensivel e 0 BROO6R o cultivar tolerante
ao Al, fornecidos pelo Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo, em Sete
Lagoas - MG, Brasil.

As sementes, selecionadas quanto ao tamanho e a forma, apos esterilizacao
superficial com hipoclorito de sédio a 2%, durante 20 min, lavagem em agua
corrente e, em seguida, em &gua desmineralizada, foram colocadas em cartuchos
de papel-substrato para germinacdo (pH neutro). Esses cartuchos, depois de
preparados, foram transferidos para vasos contendo solugéo nutritiva de Clark
(CLARK, 1975), com um quinto da for¢a i6nica sob aeracdo continua e cobertos
com sacos plasticos para criar uma camara Umida. Apds trés dias, 0s sacos
plasticos foram retirados e as plantulas ficaram por mais quatro dias nos
cartuchos. Completados sete dias, as plantulas dos dois cultivares foram
removidas dos cartuchos, lavadas e selecionadas quanto ao tamanho das raizes e

da parte aérea e utilizadas no ensaio.
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Todos os experimentos foram conduzidos em sala de crescimento com
temperatura controlada (25 + 3°C), fluxo de radiacéo fotossinteticamente ativa de

230 pmoles m™?s™ e fotoperiodo de 16 h.

2.2. Efeito do Al sobre os teores de acidos organicos no tecido vegetal

As plantulas selecionadas foram transferidas em namero de quatro para
vasos plasticos com capacidade para 1,6 L, contendo solucdo nutritiva de Clark
completa (CLARK, 1975), pH 4,0, em tratamentos com auséncia e presenca do Al
na concentragdo de 185 uM na forma de Al,(SO,); 18 H,0, sendo o pH corrigido
diariamente. Apos sete dias, o cultivo foi interrompido, as plantas colhidas,
lavadas em agua corrente e em agua desmineralizada, divididas em raizes e parte
aérea e submetidas as diversas analises. ApOs exposicdo das plantas ao Al,
conforme descrito anteriormente, amostras de matéria fresca das raizes e da parte
aérea foram homogeneizadas em etanol 80% (p/v), na relacdo de 1g de tecido
vegetal/10 mL de etanol, filtradas através de quatro camadas de gaze e
centrifugadas a 3.000g durante 10 min. Depois de eliminados os lipidios e 0s
pigmentos por extracdo em cloroférmio, os extratos foram aplicados em coluna
trocadora de cation (Dowex 50WX8, 200-400 mesh na forma sodica) e, em
seguida, em coluna trocadora de anion (Dowex AG1X8, 200-400 mesh na forma
de formato). As fracGes de &cidos organicos foram eluidas da dltima coluna
mencionada, com &cido férmico 6,0 N em acetona, evaporadas e ressuspendidas
em volumes conhecidos de etanol 80%. Aliquotas foram evaporadas até secura,
em blocos de aluminio em temperatura de 60°C com auxilio de jato de ar. O
residuo foi ressuspendido em piridina e, entdo, os &cidos organicos presentes
foram transformados em derivados de trimetilsilil, por tratamento com N,O-Bis
trimetil silil-acetamida. Para separacdo e determinacdo dos acidos organicos,

utilizou-se cromatografo a gas, com detector de ionizacdo de chama, utilizando
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uma coluna capilar SE-30. As demais condicdes de operacdo foram: nitrogénio
ultrapuro como gas carreador (fluxo 30 mL/min); temperatura do detector e do
injetor, 280°C e 200°C, respectivamente; programa de temperatura: 100-200°C
(10°C/min). A todas as amostras e a mistura padrdo foi adicionada uma
quantidade conhecida de acido tartarico (padréo interno), para corrigir 0s tempos
de retencdo e calcular a area dos picos (CAMBRAIA et al., 1983).

2.3. Efeito do Al sobre os teores de acidos organicos na seiva xilematica

Plantulas dos cultivares sensivel e tolerante, de sete dias de idade, obtidas
conforme descrito no item 2.1., foram submetidas aos tratamentos, na auséncia ou
na presenca de Al (185 uM), na forma de Aly(SO,); 18 H,O em solucdo nutritiva
de Clark (CLARK, 1975), pH 4,0, durante sete dias. Completado este prazo, as
plantulas, em ndmero de quatro por tratamento, foram retiradas da solugéo
nutritiva, sendo, em seguida, seccionadas com lamina afiada, na altura do coleto
da planta, colocadas em uma bomba de pressdo (Scholander), aplicando-se
pressdo suficiente para manter o fluxo de saida da seiva. O exsudato foi coletado
durante 10 min, com auxilio de microcapilar de vidro. As amostras foram
armazenadas em “Eppendorfs” de 0,2 mL e armazenadas a -15°C, para analises
cromatograficas posteriores. Aliquotas de 100 uL do exsudato foram evaporadas
até secura, ressuspendidas em 25 ulL de piridina e, depois, transformadas em
derivados de trimetilsilil, por tratamento com 25 uL de N,O-Bis trimetil silil-
acetamida. A separacédo e determinacdo dos acidos organicos no exsudato foi feita
de forma idéntica ao procedimento usado para a analise desses mesmos acidos no
tecido vegetal e na solucdo nutritiva, em cromatografo a gas, com detector de
ionizacdo de chama, utilizando uma coluna de vidro de SE-30 em varaport (100-
200 mesh). As demais condi¢cdes de operacdo foram: nitrogénio ultrapuro como

gés carreador (fluxo 30 mL/min); temperatura do detector e do injetor, 240°C e
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230°C, respectivamente, e programa de temperatura 80-200°C (4°C/min)
(CAMBRAIA et al., 1983).

2.4. Efeito do Al sobre o efluxo do malato para a solugéo nutritiva

Plantulas dos cultivares sensivel e tolerante de sete dias, obtidas conforme
descrito no item 2.1., foram submetidas aos tratamentos, na auséncia e presenca
do Al (185 uM), em solucdo nutritiva de Clark (CLARK, 1975), pH 4,0, durante
sete dias. Completado este prazo, aliquotas de 200 mL da solugdo nutritiva, em
que as plantulas estavam sendo cultivadas, foram coletadas e evaporadas em
evaporador rotativo a vdcuo a 50°C. Em seguida, as amostras foram
ressuspendidas em 25 mL de etanol 80%, evaporadas novamente, e ajustado o
volume final em baldo volumétrico para 5 mL em etanol 80% e os teores de acido
malico foram determinados por cromatografia gasosa, conforme metodologia
descrita por CAMBRAIIA et al. (1983). O acido malico foi também analisado por
meio de ensaio enzimatico (DELHAIZE et al., 1993a). Neste caso, amostras de
1,35 mL da solucdo nutritiva, coletadas de cada tratamento, foram pré-incubadas
em 1,5 mL de tampéo (glicina 0,5 M e hidrazina 0,4 M, pH 9,0) e 0,1 mL de
NAD™ 40 mM por 60 min, & temperatura ambiente, até obter-se leitura estavel da
absorvancia a 340 nm. Adicionou-se, entdo, 5 uL de desidrogenase do malato e

mediu-se 0 aumento da absorvancia a 340 nm.

2.5. Delineamento experimental

Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial (2 x 2), constituidos

dos seguintes fatores: dois cultivares de sorgo (sensivel e tolerante) na presenca
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(185 pM) ou na auséncia de Al, no delineamento de blocos casualizados. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeito do Al sobre os teores de acidos organicos nos tecidos

Al promoveu aumento significativo nos teores de todos os acidos organicos
analisados, exceto no teor do acido fumarico na parte aérea do cultivar sensivel.
Os demais &cidos aumentaram nos dois cultivares, tanto nas raizes quanto na parte
aérea e os cultivares diferiram entre si (Quadro 1). Os acidos malico e
t-aconitico foram os dois &cidos organicos mais abundantes, nas duas partes das
plantas de sorgo, independente da presenca ou ndo de Al. O acido malico, sozinho,
constituiu, em média, 39,5% do total de acidos organicos presentes nas duas partes
das plantas e, quando junto ao t-aconitico, o percentual aumentou para cerca de
65,7%. Os é&cidos organicos que sofreram 0s maiores aumentos percentuais,
quando as plantas foram expostas ao Al, foram: succinico, citrico, quimico,
malico, fumarico e o t-aconitico. Entretanto, a analise individual de todos os
acidos organicos aponta para o acido malico como aquele que, na presenca de Al,
sofreu 0 maior aumento absoluto no seu teor, tendo este aumento sido sempre mais

pronunciado no cultivar tolerante.
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Quadro 1 - Efeito do Al sobre os teores de acidos organicos nas raizes e na parte aérea de dois cultivares de sorgo

Raizes Parte aérea
Acidos organicos Sensivel Tolerante Sensivel Tolerante
-Al +Al -Al +Al -Al +Al -Al +Al
(umol g* MF)

Acido Malico a1,20Ba a4,41Ab a 1,36Ba a 5,36Aa a0,78Bb al,78Ab alz22Bb a4,18Aa
Acido t-aconitico al,31Ba b 2,66Ab al1,43Ba b 3,69Aa ab 0,53Ba b 0,96Aa b 0,77Ba b 1,35Aa
Acido Fumarico b 0,42Ba c1,22Aa b 0,41Ba c1,51Aa bc 0,37Aa d 0,35Ab ¢ 0,33Ba c 0,67Aa
Acido Succinico b 0,22Ba c1,12Ab b 0,23Ba cd 1,40Aa bc 0,33Ba bc 0,75Aa ¢ 0,22Bb ¢ 0,69Ab
Acido Quinico b0,21Bb c1,11Ab b 0,23Ba d 1,04Aa ¢ 0,22Ba ¢ 0,65Aa ¢ 0,16Bb ¢ 0,53Ab
Acido Citrico b 0,19Ba c 0,89Aa b 0,19Ba d 0,95Aa ¢ 0,19Ba cd 0,55Aa ¢ 0,14Bb ¢ 0,49Ab
Acido malico (%) 33,8 38,7 40,5 39,4 32,3 35,3 43,0 52,9
Ac.malico+Ac.T-aconitico (%)

Ac. Organicos Totais 70,7 62,0 72,5 66,6 54,1 54,4 70,1 69,9
Ac. Organicos Totais 3,55 11,41 3,85 13,59 2,42 5,04 2,84 7,91
(%) de aumento (221,4) (252,0) (108,3) (178,5)

* Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas e minusculas, para Al e cultivar, respectivamente, em cada parte da planta (raiz ou parte aérea), e

pelas mesmas letras minusculas a esquerda, entre os acidos, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de significancia.



Nas raizes, na presenca do Al, os aumentos nos teores do &cido malico
foram de 267,5 e 294%, nos cultivares sensivel e tolerante, respectivamente. Na
parte aérea, observaram-se aumentos da ordem de 128% no cultivar sensivel e de
243% no cultivar tolerante. Nestes resultados, destaca-se 0 maior aumento no
teor do &cido malico na parte aérea no cultivar tolerante, comparado ao cultivar
sensivel.

Os teores dos acidos organicos encontrados nos cultivares de sorgo
BROO6R e BROO7A sao inferiores aqueles encontrados nos cultivares CMSXS-
106 e CMSXS-903, também sensiveis e tolerantes, respectivamente, utilizados
por CAMBRAIA et al. (1983). Neste caso é importante ressaltar que estes autores
trabalharam com plantas mais velhas, o pH na solugéo nutritiva era mais baixo
(3,8), as plantas foram expostas ao Al por um periodo de tempo maior, e as
concentracOes de P foram modificadas durante o experimento. O conjunto desses
fatores, associado as diferencas interespecificas, como, também, modificagdes no
procedimento analitico podem, provavelmente, responder por essas diferencas.
Em plantulas hibridas de milho de sete dias de idade, submetidas a 150 uM de Al,
SUHAYDA e HAUG (1986) encontraram teores de acido malico de duas a trés
vezes maiores que os teores desse acido encontrados nos cultivares de sorgo, neste
experimento. Plantulas de trigo de oito dias idade, tratadas com 200 uM de Al,
por outro lado, exibiram teores de acido malico de 633 e 1.752 ug/g de peso
fresco nos cultivares sensivel e tolerante, respectivamente (SCOTT et al., 1991).
Resultados estes semelhantes aos encontrados nos cultivares de sorgo analisados
nesse experimento.

Os teores de acidos organicos podem ser alterados por varios fatores
intrinsecos da espécie, como também por modificacbes nas condi¢cbes do meio
ambiente, como por exemplo, deficiéncias minerais. Como o Al,
reconhecidamente, em niveis toxicos, reduz os teores de quase todos o0s
elementos minerais, parte dos seus efeitos sobre a producédo e o acumulo de

acidos organicos pode ser indireto. Por outro lado, também é possivel que o Al
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atue diretamente, alterando a atividade de certas enzimas que controlam o
metabolismo desses acidos.

A deficiéncia de K é reconhecidamente um fator que promove alteracdes
tanto na quantidade quanto na composicdo dos acidos organicos em espécies de
plantas cultivadas (POPP e KINZEL, 1981). A diminuicdo nos teores de K
observada na presenca de Al ( Figura 5 do Capitulo 1) e 0 aumento nos teores dos
acidos organicos totais (Quadro 1), principalmente do &cido malico, sugerem a
interacdo entre a deficiéncia de K e 0 aumento no teor dos &cidos organicos e de
certa forma confirmam os resultados obtidos por POPP e KINZEL (1981).
Entretanto, este efeito parece ser indireto e, provavelmente, ndo deve ter
importancia no mecanismo de tolerancia ao Al, uma vez que, nem nas raizes nem
na parte aérea, foram observadas diferencas significativas nos teores de K entre
cultivares. Por outro lado, para os teores dos acidos organicos, especialmente do
malico e do t-aconitico, além de terem seus teores aumentados com o tratamento
com o Al, estes aumentos foram sempre maiores no cultivar tolerante. Ha,
portanto, grande possibilidade de que o acumulo dos acidos organicos,
principalmente do acido malico, tenha sido resultante do funcionamento do

mecanismo de tolerancia das plantas ao Al.

3.2. Efeito do Al sobre os teores de acidos organicos na seiva xilematica

Na seiva xilematica das plantas de sorgo, expostas ou ndo ao Al, o Unico
acido organico, dentre todos aqueles encontrados nos tecidos, tanto das raizes
quanto da parte aérea, que pode ser identificado foi o acido citrico (Quadro 2).
Outros compostos, provavelmente de maior peso molecular e com tempo de
retencdo mais elevados, foram também detectados, mas ndo puderam ser
identificados por falta de padrdes confiaveis. Os teores do acido citrico, na seiva
xilematica das plantas de sorgo sensivel e tolerante, na auséncia do Al, variaram

de 1,68 a 1,75 pmol mL™ e na presenca do Al, de 1,87 a 2,36 umol mL™? |
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observando-se, portanto, aumento médio de 23,3%. Os cultivares sensivel e
tolerante tiveram os teores do &cido citrico na seiva xilematica aumentados em
11,3 e 34,9%, respectivamente. Este resultado ressalta a tolerancia diferencial

dos cultivares quanto a producéo desse acido organico.

Quadro 2 - Efeito do Al sobre os teores de &cidos organicos na seiva xilematica
de plantas de sorgo na auséncia ou na presenca de Al (185 uM)

Tempo de Area
- A retencdo  total dos Sensivel Tolerante
Acidos organicos : .
(min) picos
-Al +Al -Al +Al
pmol mL™*
Acido citrico 25 11,0 1,68Ab 1,87Ba 1,75Ab  2,36Aa
[0)
() (Lo (244) (228)  (308)
Néo-identificado 1 27 10,5 (17,9) (29,7) (18,8) (33,6)
(%)
Nao-identificado 2 28 7,2 (11,0) (17,8) (31,2)  (40,0)
(%)

* Meédias seguidas pelas mesmas letras mailsculas para cultivar, e pelas mesmas letras
minudsculas para Al ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
** Os nimeros entre parénteses representam a percentagem relativa dos compostos organicos.

WELCH (1995) relata que a complexacdo de metais na seiva xilematica
constitui geralmente uma andlise complicada, face a interacdo de fatores
envolvidos nos processos de absorcdo e de transporte dos elementos minerais
pelas raizes. WHITE et al. (1981) observaram gque em plantas de soja e de tomate
concentracdes fitotoxicas de Zn alteraram o padrdo dos &cidos orgénicos na seiva
xilematica. As maiores concentracbes de &cido citrico (1.700 pM) foram
encontradas nas seivas de plantas com nivel adequado de Zn, na solugédo
nutritiva, enquanto as plantas tratadas com alta concentracéo de Zn apresentaram

menor teor de acido citrico no exsudato xilematico (1.100 uM), na primeira hora
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de analise. Em plantas de sorgo submetidas ao estresse de Al, ao contrario,
observou-se aumento no teor do &cido citrico na seiva xilematica, tanto no
cultivar sensivel quanto no tolerante. Estes resultados podem provavelmente
estar relacionados a capacidade de o Al promover a sintese de acidos organicos
nos tecidos vegetais, podendo esses acidos serem acumulados em sitios
especificos como os vacuolos ou serem exsudados pelos apices radiculares.

O acido citrico tem sido apresentado como um dos principais compostos
organicos capazes de quelar e desintoxicar as plantas do Al (HUE et al., 1986;
SUHAYDA e HAUG, 1986; MIYASAKA et al., 1991). Assim, o aumento no
teor do &cido citrico, nas duas partes das plantas tratadas com Al (Quadro 1),
pode estar favorecendo um aumento na redistribuicdo desse acido entre a parte
aérea e as raizes, especialmente no cultivar tolerante. Os teores desse acido na
seiva xilematica parecem sustentar esta hipotese, embora 0 aumento ndo tenha
ocorrido na mesma intensidade dos aumentos nos teores do mesmo observados
nos tecidos radiculares e foliares. Infelizmente, ndo se conseguiu uma quantidade
suficiente de seiva xilematica para avaliar se o teor de Al também aumentou na
seiva. Se isto aconteceu, a maior quantidade de Al transportado na forma de
complexo com o citrato ndo resultou em maior acumulo desse ion na parte aérea
das plantas do cultivar tolerante, conforme se vé na Figura 3.

Os compostos néo-identificados (Quadro 2) que apresentaram maiores
tempos de retencdo na coluna do cromatégrafo que o acido citrico devem ser
compostos mais complexos. Embora ndo tenha sido possivel identifica-los, estes
compostos poderiam ser aminoacidos ou fitosiderdforos, isto é, acidos organicos
derivados de nicotianamina, muito comuns nas seivas tanto do floema quanto do
xilema de gramineas (WELCH, 1995). Esses acidos normalmente estéo
envolvidos em reacdes de complexacdo com metais, principalmente Fe®*
(MARSCHNER, 1995). Dessa forma, ndo se descarta a possibilidade de os

mesmos participarem do transporte de Al para a parte aérea.
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3.3. Efluxo de malato para a solugéo nutritiva

Conforme se observa no Quadro 3, a concentracdo de acido malico
exsudada para a solucéo nutritiva, apos o cultivo das plantas durante sete dias, na
auséncia ou na presenca de Al, aumentou em média 17,7 e 50,3%, nos cultivares
sensivel e tolerante, respectivamente. Na auséncia de Al, ndo se observou
diferenca entre os cultivares, mas na presenca desse elemento o cultivar tolerante
exsudou 42,5% mais acido malico que o sensivel. Os resultados obtidos pelas
duas metodologias utilizadas foram bastante semelhantes em todos os
tratamentos. RYAN et al. (1995), trabalhando com plantulas de trigo, também
observaram maior exsudacdo de malato nas plantas tolerantes ao Al. Entretanto,
0 incremento na quantidade de malato exsudado, encontrada por esses autores,

foi bem maior que a encontrada em plantas de sorgo neste experimento.

Quadro 3 - Efeito do Al sobre o efluxo de malato para a solugdo nutritiva
cultivada com plantas de sorgo

Al Sensivel Tolerante
(LM)
Cromatografia Método Cromatografia Método
Gasosa Enzimatico Gasosa Enzimatico
pmol L
0 0,66 Ab 0,64 Ab 0,74 Ab 0,71 Ab
185 0,74 Ba 0,79 Ba 1,09 Aa 1,09 Aa

* Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas nas linhas e pelas mesmas letras mindsculas
nas colunas, para cada nivel de Al, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

O efluxo de malato por apices radiculares de plantas de trigo tem sido

considerado uma das principais vias de tolerancia, e talvez um mecanismo geral
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de tolerancia contra a acdo téxica do Al (TICE et al., 1992; DELHAIZE et al.,
1993b; RYAN et al., 1995). No entanto, para plantas de sorgo e nas condigdes
estabelecidas neste trabalho, os teores de malato encontrados na solucdo de
crescimento parecem néo ser suficientes para amenizarem os efeitos do estresse
causado pelo Al. Com os cultivares de sorgo, observou-se reversédo da inibicdo de
cerca 76 e 92% nos cultivares sensivel e tolerante, respectivamente, quando as
plantas expostas a 50 uM de Al foram tratadas com 400 uM de acido malico
(Figura 8, Capitulo 1). Neste tratamento, o &cido malico estava numa
concentracdo 400 vezes maior que aquela observada na solucéo nutritiva apds o
cultivo das plantas expostas ao Al na concentracéo de 185 uM.

Nesse sentido, BASU et al. (1994) parecem ter chegado a uma concluséo
semelhante e admitem que somente concentracdes elevadas de &cidos organicos
exogenos, da ordem de 25 a 50 vezes maiores que as concentracfes exsudadas,
séo capazes de proteger as raizes, restituindo seu crescimento normal. Os autores
sugerem, ainda, a possibilidade de na regido préxima a raiz ou no apoplasma
existir uma camada sem agitacdo de exsudatos, de volume muito pequeno, em
relacdo a solucdo externa, onde a concentracdo do acido malico e, ou, de outros
acidos organicos poderia atingir concentracdes mais elevadas que na média do
meio nutritivo adjacente. 1sso permitiria o estabelecimento de um microambiente
com caracteristicas tais que representaria uma barreira efetiva a acdo direta do Al,

amenizando, pelo menos neste local, os efeitos toxicos do Al.
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4. CONCLUSOES

Os teores dos principais acidos organicos, encontrados nas raizes e na
parte aérea, aumentaram com a exposicdo das plantas ao Al. Os dois &cidos
organicos mais abundantes em sorgo e, talvez, os mais importantes do ponto de
vista da tolerancia ao Al foram os acidos malico e t-aconitico. Em termos
quantitativos e em valores absolutos, estes foram também os &cidos que mais
aumentaram apds exposi¢édo de plantas ao Al, que também promoveu aumento no
teor do &cido citrico na seiva xilematica, tanto no cultivar sensivel quanto no
tolerante. Entretanto, o0 aumento no cultivar tolerante foi mais pronunciado, da
ordem de 35%, enquanto no cultivar sensivel foi de 11,5%.

Os teores dos acidos malico e t-aconitico somados aos teores do &cido
citrico, na seiva xilematica das plantas, e incrementos mais pronunciados no
cultivar tolerante, quando exposto ao Al, sugerem um papel importante desses
acidos no(s) mecanismo(s) de tolerancia de plantas de sorgo quanto a toxicidade
do Al
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CAPITULO 3

EFEITO DO ALUMINIO SOBRE A ATIVIDADE DE ENZIMAS DO
METABOLISMO DE ACIDOS ORGANICOS

1. INTRODUCAO

A biossintese e o acimulo de &cidos organicos em plantas submetidas a
niveis toxicos de Al ainda sdo etapas metabolicas pouco entendidas. Embora
existam muitos trabalhos mostrando o efeito do Al sobre a producdo e a
exsudacdo de &cidos organicos, pouco se sabe a respeito da influéncia deste
elemento sobre a sintese, a atividade e a regulacdo de enzimas ligadas ao
metabolismo desses &cidos. E possivel que a maior ou menor alteracdo das rotas
bioguimicas pelo Al indique a sensibilidade e, ou, a tolerancia das plantas ao Al e,
eventualmente, venha a ser utilizada como indicador dessa tolerdncia em
programas de melhoramento para obtencdo de plantas tolerantes ao Al.

Plantas de sorgo e de milho, sob estresse de Al, apresentam aumento nos
niveis dos acidos malico e t-aconitico (CAMBRAIA et al., 1983, SUHAYDA e
HAUG, 1986). Os aumentos nos teores desses acidos, quase sempre, Sdo
resultantes de modificagdes nas atividades das enzimas de sintese e, ou, de
degradacdo dos mesmos.

As principais enzimas relacionadas com a sintese e, ou, degradacdo do
acido malico sdo: a carboxilase do fosfoenolpiruvato, a fumarase, a desidrogenase

do malato e as enzimas malicas dependente de NAD* e NADP®. A carboxilase do

53



fosfoenolpiruvato € citossolica e adiciona o HCO5; ao écido fosfoenolpirtvico,

formando acido oxaloacético, que pode ser convertido para malato no citossol ou
na mitocondria (DENNIS e TURPIN, 1990). A fumarase é uma carbono-oxigénio
hidroliase e catalisa a reacdo de hidratacdo do fumarato, formando malato na
mitocondria. A desidrogenase do malato pode ser encontrada no citossol, na
mitocondria e nos glioxissomos, em varias formas isoenzimaticas, e catalisa a
desidrogenacdo da forma L-acido malico, formando &cido oxaloacético na
mitocondria (DENNIS e TURPIN, 1990). A enzima malica, dependente de
NAD", localiza-se na matriz mitocondrial e catalisa a descarboxilacdo oxidativa
do malato formando piruvato. Esta enzima requer um cation divalente como co-
fator, sendo ativada por CoA, fumarato e sulfato, na mitocondria (DENNIS e
TURPIN, 1990). A enzima malica dependente de NADP*, que também catalisa
reacdo de descarboxilacdo oxidativa do malato, € uma enzima citossolica e
cloroplastidica, requerendo o NADP® como co-fator especifico (DENNIS e
TURPIN, 1990). As atividades dessas enzimas, certamente, constituem
importantes controles internos dos niveis de acido malico no tecido vegetal. Por
outro lado, as principais enzimas ligadas a sintese e a degradacdo do acido t-
aconitico sdo: a desidratase do citrato que converte acido citrico para acido t-
aconitico por desidratacdo (BRAUER e TEEL, 1981); a isomerase do aconitato
que intermedia a interconversdo entre 0s acidos cis-aconitico e t-aconitico
(KATSUHARA et al.,, 1993); a desidrogenase do isocitrato que catalisa a
oxidacdo do isocitrato a 2-oxoglutarato na mitocondria (DENNIS e TURPIN,
1990); e, também, no citossol (WEITING et al., 1987).

Em apices radiculares de plantulas de trigo, tratadas com Al, RYAN et al.
(1995) observaram pequeno aumento nas atividades da carboxilase do
fosfoenolpiruvato e da desidrogenase do malato. O metabolismo do acido malico,
entretanto, requer a participacdo de outras enzimas como a fumarase e as enzimas
malicas dependentes de NAD" ou de NADP*. COPELAND e LIMA (1992), por
exemplo, observaram em pléantulas de trigo, tratadas com Al, aumento na

atividade da fumarase. SLASKI (1995) acredita que a enzima cinase do NAD",
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dependente ou ndo de calmodulina e, principalmente, enzimas que catalisam a
reacdo de sintese de NADP™ estejam envolvidas na resposta do trigo a toxicidade
do Al. Assim, a producdo de NADP™ sendo alterada na presenca de Al, outras
enzimas que usam o NADP™ como co-fator poderiam ter suas atividades também
alteradas.

Em muitas gramineas, sob condi¢cdes normais ou sob estresse de Al, o
acido t-aconitico tem sido apontado como o principal acido organico acumulado
(POPP e KINZEL, 1981; CAMBRAIA et al., 1983, SUHAYDA e HAUG, 1986).
O acumulo deste acido provavelmente estd associado a maior atividade das
enzimas ligadas a sua sintese (BRAUER e TELL, 1981). As principais enzimas
que catalisam reacdes de sintese do acido t-aconitico sdo a desidratase do citrato e
a isomerase do aconitato. A desidrogenase do isocitrato, ao contrario, oxida o
acido isocitrico a 2-oxoglutarato, deslocando as reacdes iniciais do ciclo dos
acidos tri-carboxilicos e, portanto, retirando substrato da biossintese do acido t-
aconitico, evitando acumulo efetivo desse &cido, pela acdo da desidratase do
citrato e, ou, acdo da isomerase do aconitato.

Todas as enzimas acima relacionadas estdo diretamente ligadas a sintese, a
degradacéo e, conseqlientemente, a manutencdo dos niveis de “Steady State” dos
acidos malico e t-aconitico. Estes acidos sdo supostamente 0s mais importantes
para 0 mecanismo de tolerdncia ao Al de varias gramineas (CAMBRAIA et al.,
1983; SUHAYDA e HAUG, 1986). Considerando que plantas de sorgo
acumulam basicamente os acidos malico e t-aconitico (CAMBRAIA et al., 1983,
Quadro 1 do Capitulo 2), resolveu-se verificar o efeito do Al sobre a atividade das
principais enzimas ligadas ao metabolismo desses dois &cidos, implicados na

tolerancia das plantas ao Al.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéo e cultivo das plantulas

Foram utilizados dois cultivares de sorgo (Sorghum bicolor L. Moench),
com toleréncia diferencial ao Al, sendo o BROO7A o cultivar sensivel e o
BROO6R o cultivar tolerante ao Al, fornecidos pelo Centro Nacional de Pesquisa
de Milho e Sorgo de Sete Lagoas - MG, Brasil.

As sementes, selecionadas quanto ao tamanho e a forma, apos esterilizacao
superficial com hipoclorito de sddio a 2%, durante 20 min, lavagem em &gua
corrente e, em seguida, em agua desmineralizada, foram colocadas em cartuchos
de papel-substrato para germinagdo (pH neutro). Depois de preparados, 0S
cartuchos foram transferidos para vasos com capacidade para 1,6 L, contendo
solugdo nutritiva de Clark (CLARK, 1975), pH 4,0, com um quinto da forga
ibnica, sob aeracdo continua, e cobertos com sacos plasticos para criar uma
camara Umida. Apoés trés dias, os sacos plasticos foram retirados e as plantulas
ficaram por mais quatro dias nos cartuchos. Completados sete dias, as plantulas
foram uniformizadas, quanto ao tamanho das raizes e da parte aérea, e transferidas
em namero de quatro para vasos plasticos com capacidade para 1,6 L, contendo
solucdo nutritiva de Clark completa, pH 4,0, contendo os tratamentos, auséncia e
presenca de Al (185uM), na forma de Al,(SO4); 18.H,0, corrigindo-se o pH
diariamente. Apos sete dias de tratamento com Al, o cultivo foi interrompido, as

plantas colhidas, lavadas em 4&gua corrente e enxaguadas em 4agua
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desmineralizada, divididas em raizes e folhas e submetidas aos diversos ensaios
enzimaticos.

Os experimentos foram todos conduzidos em sala de crescimento com
temperatura controlada (25 + 3°C), fluxo de radiacio fotossinteticamente ativa de
230 pmoles m?s™ e fotoperiodo de 16 h.

Em todos os ensaios enzimaticos, os tecidos vegetais foram congelados
em nitrogénio liquido, homogeneizados em almofariz de porcelana sobre banho
de gelo até obtencdo de po fino. Todas as solucdes, utensilios e equipamentos

foram mantidos em temperatura de 0 a 4°C.

2.2. Determinacdo da atividade de enzimas do metabolismo do acido malico

A atividade da carboxilase do fosfoenolpiruvato (EC 4.1.1.31) foi
determinada com base na metodologia descrita por MANICOL e JACOBSEN
(1992), com algumas modificacbes. Amostras de 0,1 g de tecido vegetal foram
homogeneizadas em 10 mL de um meio de extracdo, constituido de Hepes-KOH
100 mM pH 7,5, MnClp 1 mM e DTT (ditiotreitol) 10 mM. Apds filtracéo,
através de quatro camadas de gaze, os homogeneizados foram centrifugados a
20.000 g, durante 15 min, e o sobrenadante recolhido. A atividade da enzima foi
determinada apdés adicdo de 0,1 mL do extrato enzimatico bruto, a 2,9 mL de um
meio de reacdo constituido de Tris-HCI 50 mM pH 8,3, PEP (fosfoenolpiruvato)
2,5 mM, NaHCO3 5 mM, MgCl 5 mM, glicose-6-fosfato 1,0 mM, DTT 4 mM e
NADH 0,2 mM. A atividade enzimatica foi  determinada
espectrofotometricamente pelo decréscimo da absorvancia a 340 nm, a
temperatura de 25°C.

A atividade da fumarase (EC 4.2.1.2) foi determinada segundo
metodologia de COPELAND e LIMA (1992). Amostras de 0,1 g de tecido vegetal

foram homogeneizadas em 5,0 mL de tampédo Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, sal
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dissédico do &cido etileno diaminotetracético (EDTA) 1 mM e DTT 2 mM. Apos
filtracdo, através de quatro camadas de gaze, 0 homogeneizado foi centrifugado a
20.000g, durante 20 min, e o sobrenadante usado como fonte da enzima. A

2,0 mL do meio de reacao, constituido de L-malato 0,2 mM em tampéo fosfato

50 mM, pH 7,4, adicionou-se 0,1 mL do extrato enzimético. Apds incubacdo a
30°C, durante 10 min, a reacdo foi interrompida pela adi¢cdo de 1,0 mL de acido
tricloroacético 20%, e a atividade enzimética estimada pela variacdo na
absorvancia a 240 nm.

A atividade da enzima malica dependente de NAD" (EC 1.1.1.39) foi
determinada em amostra de 0,5 g de tecido vegetal, homogeneizado em 10 mL de
tampédo Hepes 25 mM pH 7,2, contendo 40 mg de PVP (polivinilpirrolidona),
MnCl, 1,0 mM, DTT 10 mM, triton X-100 0,1% (v/v). Apds filtracdo, através de
quatro camadas de gaze, o homogeneizado foi centrifugado a 20.000g, durante
30 min. Uma aliquota de 0,1 mL do sobrenadante foi adicionada a 2,9 mL do
meio de reacdo, constituido de tampdo MOPS (acido 3[N-morfolino]
propanosulfonico) 43 mM, pH 6,9, malato 20 mM, NAD" 15 mM, EDTA
0,3 mM, CoA (coenzima A) 0,15 mM, MnCl, 20 mM e a atividade da enzima
determinada espectrofotometricamente pelo aumento na absorvancia a 340 nm
(BRYCE e REES, 1985).

A atividade da desidrogenase do malato (EC 1.1.1.37) foi determinada no
mesmo extrato enzimatico bruto utilizado para a carboxilase do fosfoenolpiruvato.
Apos a adicdo de 0,1 mL do extrato enzimético, a 2,9 mL do meio de reacéo,
constituido de uma mistura de Hepes-KOH 50 mM, pH 7,5, EDTA 0,5 mM,
NADH 0,2 mM e oxaloacetato 1,0 mM, a atividade enzimatica foi determinada
pelo decréscimo na absorvancia a 340 nm, a temperatura de 25°C (MANICOL e
JACOBSEN, 1992).

A atividade da enzima maélica dependente de NADP* (EC 1.1.1.40) foi
determinada em amostras de 0,5 g de tecido vegetal, homogeneizadas em 5,0 mL
de tampdo MOPS 0,1 M e BICINA, pH 8,5, contendo mercaptoetanol 50 mM,
EDTA 5 mM e PVP 1,0%. Em seguida, o homogeneizado foi filtrado através de
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quatro camadas de gaze, e centrifugado a 20.000g durante 15 min. Aliquotas de
0,1 mL do sobrenadante foram adicionadas a 2,9 mL do meio de reacéo,
constituido de tampdo MOPS 100 mM pH 7,0, NADP* 0,5 mM, MnSO, 5 mM e
malato 10 mM a 25°C, sendo medido o aumento da absorvancia a 340 nm
(GOODENOUGH et al., 1985).

2.3. Determinacéo da atividade de enzimas do metabolismo do acido
t-aconitico

Para a determinacao da atividade da isomerase do aconitato (EC 5.3.3.7),
amostras de 0,5 g de tecido vegetal foram homogeneizadas em 10 mL de tampao
Tris-HCI 20 mM, pH 7,6, contendo cisteina 5,0 mM, EDTA 2,0 mM e
polivinilpirrolidina (PVP) 1,0% (p/v). Em seguida, filtrou-se através de quatro
camadas de gaze e centrifugou-se o extrato a 20.000g durante 15 min. Aliquotas
de 0,1 mL do sobrenadante foram adicionadas a 2,9 mL do meio de reacdo,
constituido de tampdo Tris-HCI 100 mM, pH 7,6, DTT 1,0 mM, NaCl 0,5 M e
acido cis-aconitico 10 mM como substrato, medindo-se o decréscimo da
absorvancia, a 240 nm, de acordo com metodologia descrita por KATSUHARA et
al. (1993), com algumas modificagdes.

A atividade da desidrogenase do isocitrato (EC 1.1.1.42) foi determinada
no mesmo extrato enzimatico utilizado para fumarase, de acordo com
COPELAND e LIMA (1992). Aliguota de 0,1 mL do extrato enzimatico bruto foi
adicionada a 2,9 mL do meio de reacgdo, constituido de tampdo Tris- HCI 25 mM
pH 7,4, D-isocitrato 0,3 mM, MnCl, 1,5 mM e NADP* 1 mM. A atividade foi
determinada pelo decréscimo na absorvancia a 240 nm, a temperatura de 25°C.

A atividade da desidratase do citrato (EC 4.2.1.4) foi determinada em
amostras de 0,5 g de tecido vegetal, homogeneizadas em 5,0 mL de tampé&o Tris-
HCI 0,05 M pH 7,2, contendo KCI 0,1 M, EDTA 0,1 mM. Em seguida, o

homogeneizado foi filtrado através de quatro camadas de gaze e centrifugado a
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20.000g durante 15 min. Aliquotas de 0,1 mL do sobrenadante foram adicionadas
a 2,9 mL do meio de reacdo, constituido de tampéo Tris-HCI 0,05 M pH 7,2, KCI
0,1 M e citrato 20 mM a 27°C, medindo-se 0 aumento na absorvancia a 240 nm,
pela formacdo do acido t-aconitico (BRAUER e TEEL, 1981).

2.4. Delineamento experimental

Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial (2 x 2) constituidos
dos seguintes fatores: dois cultivares de sorgo (sensivel e tolerante) na presenca
(185 puM) ou na auséncia de Al, no delineamento de blocos casualizados. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade .
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeito do Al sobre a atividade de enzimas do metabolismo do &cido
malico

3.1.1. Efeito do Al sobre a atividade da carboxilase do fosfoenolpiruvato

Na auséncia de Al, a atividade da carboxilase do fosfoenolpiruvato nas
raizes do cultivar sensivel foi cerca de 2,2 vezes maior que no cultivar tolerante
(Quadro 1). Nessa parte das plantas, na presenga do Al, observou-se aumento na
atividade da carboxilase do fosfoenolpiruvato, nos dois cultivares. Este aumento,
embora em valor absoluto tenha sido maior no cultivar sensivel, em termos
percentuais foi muito maior no tolerante. Os aumentos foram de 125 e 241,8% na
atividade da carboxilase do fosfoenolpiruvato, nos cultivares sensivel e tolerante,
respectivamente. Nas folhas, ndo se observou efeito do Al sobre a atividade dessa
enzima, mas o cultivar tolerante apresentou uma atividade da carboxilase do
fosfoenolpiruvato, em média, cerca de 2,8 vezes maior que no cultivar sensivel.
A atividade desta enzima nas folhas ndo foi alterada, provavelmente, pelo fato de
0 Al ndo ter atingido uma concentragcdo suficientemente alta nessa parte da
planta, capaz de promover aumento na sintese ou modificacdo na atividade da
enzima, ou aumento nos teores dos acidos organicos, particularmente, o acido
malico e succinico, que sdo reconhecidamente inibidores da atividade desta
enzima (LAW e PLAXTON, 1995).
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Quadro 1 - Efeito do Al sobre a atividade da carboxilase do fosfoenolpiruvato em
plantas de sorgo

Al Raizes Folhas
(uM) Sensivel Tolerante Sensivel Tolerante
umol h'lg'lMF
0 65,6 Ab 29,9 Bb 90,7 Ba 252,7 Aa
185 147,6 Aa 102,2 Ba 86,8 Ba 252,7 Aa

* As médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas nas linhas e pelas mesmas letras
mindsculas nas colunas, para cada nivel de Al, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.

Nas raizes, apesar do aumento nos teores dos acidos malico e succinico,
observou-se aumento na atividade desta enzima. Neste caso, em particular, o
acido malico estaria, provavelmente, participando de reacdes de complexacédo do
Al em escala superior aquela ocorrida nas folhas, ndo estando livre para interagir
com a enzima e alostericamente inibir sua atividade. RYAN et al. (1995)
encontraram pequeno aumento na atividade da carboxilase do fosfoenolpiruvato
em raizes de plantulas de trigo tratadas com Al por duas horas. Este aumento,
entretanto, em termos relativos, corresponde a aproximadamente 50%. Talvez,
com maior tempo de exposicdo, este aumento na atividade da carboxilase do
fosfoenolpiruvato poderia ser significativamente ampliado. Com plantulas de
sorgo, neste experimento, tratadas com Al (185uM) durante sete dias,
observaram-se aumentos de 125% e de 241,8% na atividade da carboxilase do
fosfoenolpiruvato nas raizes, dos cultivares sensivel e tolerante, respectivamente,
(Quadro 1). Isto sugere que esta enzima, em plantas de sorgo, sob estresse de Al,
possa ter participacdo direta no aumento da sintese do &cido malico e,
indiretamente, na biossintese dos acidos citrico e aconitico, provendo substrato

para a sintese dos mesmos.
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3.1.2. Efeito do Al sobre a atividade da fumarase

Nas raizes, na auséncia de Al, os dois cultivares ndo diferiram quanto a
atividade da enzima fumarase (Quadro 2). Na presenca de Al, a atividade da
fumarase aumentou cerca de 2,0 e 9,5 vezes nos cultivares sensivel e tolerante,
respectivamente. Nas folhas, na auséncia de Al, ndo se observou diferenca entre
os cultivares. Na presenca do Al, ao contrario, observou-se decréscimo de 39,2%
na atividade da fumarase, no cultivar sensivel, mas aumentou cerca de 120,7% no
cultivar tolerante. Estes resultados sugerem que, pelo menos em parte, a maior
sintese do acido malico, pelo cultivar tolerante (Quadro 1 do Capitulo 2), possa
ser decorrente de um aumento na atividade desta enzima. COPELAND e LIMA
(1992) também encontraram aumento na atividade da fumarase em raizes de
trigo, da ordem de 143%, quando tratadas com 75uM de Al.

Os aumentos expressivos na atividade da fumarase na presenca de niveis
toxicos de Al, tanto nas raizes quanto nas folhas, sugerem que esta enzima pode
ter grande importancia na sintese do malato em plantas de sorgo sob estresse de
Al, especialmente no cultivar tolerante. Nas folhas, 0 aumento na atividade da
fumarase foi menor que nas raizes. Este resultado deve provavelmente ser
decorrente da inibicdo na oxidacdo de algum intermediario do ciclo dos acidos

tricarboxilicos, reduzindo a formacéo de fumarato nas folhas.

Quadro 2 - Efeito do Al sobre a atividade da fumarase em plantas de dois
cultivares de sorgo

Al Raizes Folhas

(uM) Sensivel Tolerante Sensivel Tolerante
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umol h'lg'lMF
0 26,8 Ab 18,6 Ab 140,1Aa 102,7 Ab

185 54,9 Ba 177,2 Aa 85,2Bb 226,7 Aa

* As médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas linhas e pelas mesmas letras
minusculas nas colunas, para cada nivel de Al, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.

3.1.3. Efeito do Al sobre a atividade da enzima malica (NAD")

Nas raizes, o Al ndo alterou a atividade da enzima malica (NAD") e nem
os cultivares diferiram entre si (Quadro 3). Nas folhas, na auséncia de Al, a
atividade desta enzima foi cerca de 10 vezes maior que nas raizes, mas 0s
cultivares também ndo diferiram entre si. Na presenca do Al, observou-se
diminuicdo na atividade da enzima malica de 34,6 e 73,1% nos cultivares
sensivel e tolerante, respectivamente.

Sendo a reducdo maior no cultivar tolerante, o nivel mitocondrial de
malato, nesse cultivar, pode ter sido favorecido, mantendo o funcionamento
normal do ciclo de Krebs, ou aumentando o transporte de malato para o citossol.
Apesar de o Al ter influenciado a atividade dessa enzima nas folhas, esta forma
de enzima malica, por sua baixa atividade, parece ter uma importancia secundaria

no mecanismo de tolerancia das plantas de sorgo ao Al.

Quadro 3 - Efeito do Al sobre a atividade da enzima malica (NAD") em plantas
de dois cultivares de sorgo

Al Raizes Folhas

(uM) Sensivel Tolerante Sensivel Tolerante
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umol h'lg'lMF
0 3,6 Aa 4,4 Aa 37,3 Aa 43,1 Aa

185 3,7 Aa 4,2 Aa 24,4 Ab 11,6 Bb

* As médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas linhas e pelas mesmas letras
minusculas nas colunas, para cada nivel de Al, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.

3.1.4. Efeito do Al sobre a atividade da desidrogenase do malato

Na auséncia de Al, a atividade da desidrogenase do malato (MDH) foi
mais elevada nas raizes do cultivar tolerante, mas nas folhas ndo se observou
diferenca significativa entre os cultivares (Quadro 4). Na presenca de Al,
observou-se reducdo na atividade enzimatica nas raizes do cultivar tolerante, mas
no cultivar sensivel observou-se aumento na atividade da desidrogenase do
malato. Nas folhas, a atividade dessa enzima, na presenca de Al, diminuiu nos
dois cultivares, aproximadamente na mesma intensidade. Como esta enzima
catalisa, na mitocondria, a oxidacéo do acido malico a oxaloacético, a diminui¢ao

da sua atividade favorece a elevacgéo dos niveis do &cido malico.

Quadro 4 - Efeito do Al sobre a atividade da desidrogenase do malato em plantas
de sorgo

Al Raizes Folhas
(uM) Sensivel Tolerante Sensivel Tolerante
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umol h'lg'lMF
0 534,9 Bb 743,7 Aa 684,7 Aa 640,3 Aa
185 668,1 Aa 565,7 Bb 563,8 Ab 563,9 Ab

* As médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas nas linhas e pelas mesmas letras
mindsculas nas colunas, para cada nivel de Al, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.

Observou-se que, no cultivar tolerante, isto aconteceu tanto nas raizes
quanto nas folhas. Ja, o Al, nas raizes do cultivar sensivel, promoveu aumento na
atividade da desidrogenase do malato e, conseqlientemente, aumentou a oxidagéo
do &cido malico na mitoc6ndria, resultando na formacdo do acido oxaloacético,
substrato para formacdo do acido citrico. Isto parece ter acontecido, uma vez que
se observou nas raizes do cultivar sensivel, na presenca do Al, um aumento de
cerca de 368% no teor do acido citrico (Quadro 1 do Capitulo 2). Este resultado
pode indicar a ocorréncia de sintese preferencial de &cidos tricarboxilicos, como
0 citrico, em detrimento do &cido malico, principalmente no cultivar sensivel.
Nas folhas, na presenca do Al, o aumento no teor do acido citrico,
significativamente maior no cultivar sensivel, reforca esta hipotese. RYAN et al.
(1995), por outro lado, trabalhando com apices radiculares de linhagens
isogénicas de trigo, sensiveis e tolerantes, ndo observaram alteracdo na atividade
da desidrogenase do malato. Estes autores acreditam que as linhagens sensiveis e

tolerantes ao Al tém capacidades semelhantes para oxidar o malato.

3.1.5. Efeito do Al sobre a atividade da enzima malica (NADP™)
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Na auséncia de Al, a atividade da enzima malica dependente de NADP*
ndo diferiu nem nas raizes nem nas folhas dos dois cultivares (Quadro 5). Na
presenca do Al, a atividade dessa enzima aumentou nos dois cultivares. Nessa
condicdo, o cultivar sensivel apresentou maior atividade da enzima malica
dependente de NADP*. Nas folhas, o cultivar sensivel sofreu uma reducdo de
33,6% na atividade da enzima malica dependente de NADP* enquanto o cultivar

tolerante ndo foi influenciado.

Quadro 5 - Efeito do Al sobre a atividade da enzima mélica (NADP") em plantas

de sorgo
Al Raizes Folhas
(uM) Sensivel Tolerante Sensivel Tolerante
umol h'lg'lMF
0 39,4Ab 38,0Ab 83,7Aa 95,8Aa
185 61,5Aa 44.9Ba 55,6Bb 81,3Aa

* As médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas nas linhas e pelas mesmas letras
minusculas nas colunas, para cada nivel de Al, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.

A semelhanga da enzima malica dependente de NAD", a enzima malica
dependente de NADP™ também catalisa a descarboxilacdo oxidativa do &cido
malico, diferindo apenas na localizacdo espacial e no tipo de co-fator requerido
(LANCE e RUSTIN, 1984). Por participar da regulacdo dos niveis de &cido
malico no citossol e por apresentar atividade bem maior que a da enzima malica
dependente de NAD", é provavel que a enzima malica dependente de NADP*
tenha maior importancia no(s) mecanismo (s) de tolerancia das plantas ao Al.
Nas raizes, na presenca de Al, os aumentos nas atividades da enzima malica
dependente de NADP™ foram de 56,1 e 18,1%, nos cultivares sensivel e tolerante,

respectivamente. Estes resultados favorecem a manutencdo de concentragdes
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mais elevadas de acido mélico no cultivar tolerante, pela menor atividade dessa
enzima oxidativa. Nas folhas, a reducdo na atividade da enzima malica
dependente de NADP™ nas plantas tratadas com Al foi de 33,6% no cultivar
sensivel, enquanto no cultivar tolerante ndo se observou diferenca significativa.
No entanto, o menor acimulo do acido malico (134,8%) nas folhas do cultivar
sensivel (Quadro 1 do Capitulo 2), relativamente ao observado no cultivar
tolerante, na presenca do Al, pode provavelmente ndo ter sido determinado
apenas pela atividade oxidativa da enzima malica dependente de NADP®, mas
sim pela baixa atividade e, ou, diminuicdo na atividade de enzimas de sintese

como a carboxilase do fosfoenolpiruvato e a fumarase.

3.2. Efeito do Al sobre a atividade de enzimas do metabolismo do acido
t-aconitico

3.2.1. Efeito do Al sobre a atividade da isomerase do aconitato

Na auséncia de Al, nas raizes, a atividade da isomerase do aconitato foi
maior no cultivar sensivel, enquanto nas folhas a atividade desta enzima foi
maior no tolerante (Quadro 6). Nas raizes, apds exposicdo ao Al, observou-se
aumento na atividade desta enzima apenas no cultivar tolerante, a qual se tornou
essencialmente igual a do cultivar sensivel. Estes resultados podem explicar pelo
menos parte do aumento observado no teor do acido t-aconitico neste cultivar.
Por outro lado, o teor do acido t-aconitico também aumentou nas raizes do
cultivar sensivel, na presenca do Al, sem aumento correspondente na atividade
dessa enzima, sugerindo que, pelo menos neste cultivar, parte deste acido seja
resultante de sua translocacdo das folhas para as raizes. Nas folhas, as plantas
expostas ao Al apresentaram reducdes na atividade da isomerase do aconitato nos

dois cultivares. No entanto, a atividade dessa enzima no cultivar tolerante,
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embora baixa, manteve-se duas vezes maior que no cultivar sensivel. Assim, o
acumulo do &cido t-aconitico nas folhas do cultivar sensivel pode provavelmente
ter ocorrido em virtude da inibicdo na atividade da desidrogenase do isocitrato,
blogueando a oxidacdo do isocitrato e acumulando os &cidos tricarboxilicos
imediatamente anteriores do ciclo. Todavia, a isomerase do aconitato parece nao
ser importante na diferenciacdo entre os cultivares, em termos do acumulo do
acido t-aconitico, em virtude das rapidas interconversdes entre 0s acidos citrico,
isocitrico, c-aconitico e t-aconitico. Além disso, o &cido

t-aconitico pode sofrer conversdo para citrico e, ou, c-aconitico pelas reacdes
inversas da desidratase do citrato e da isomerase do aconitato, respectivamente,

ou pela acdo da aconitase.

Quadro 6 - Efeito do Al sobre a atividade da isomerase do aconitato em plantas

de sorgo
Al Raizes Folhas
(uM) Sensivel Tolerante Sensivel Tolerante
umol h'lg'lMF
0 35,9Aa 18,8Bb 36,0Ba 73,5Aa
185 39,7Aa 38,6Aa 5,8Bb 11,7Ab

* As médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas nas linhas e pelas mesmas letras
mindsculas nas colunas, para cada nivel de Al, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.

3.2.2. Efeito do Al sobre a atividade da desidrogenase do isocitrato
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Na auséncia de Al, ndo se observou diferenca entre os cultivares quanto a
atividade da desidrogenase do isocitrato, tanto nas raizes quanto nas folhas
(Quadro 7). Na presenca do Al, ndo se observou alteracdo na atividade da
desidrogenase do isocitrato nas raizes e os cultivares também ndo diferiram entre
si. Nas folhas, porém, o Al causou reducdo significativa na atividade da
desidrogenase do isocitrato, nos dois cultivares, passando o cultivar tolerante a
ter uma atividade enzimatica 42,1% maior que o cultivar sensivel. Estes
resultados sugerem que o Al, ao diminuir a atividade da desidrogenase do iso-
citrato, possa, pelo menos em parte, reduzir a oxidacdo do isocitrato a 2-oxo-
glutarato, favorecendo o acimulo dos &cido tricarboxilicos. O acumulo do acido
isocitrico, por sua baixa oxidacao e seu equilibrio dinamico com os &cidos c-aco-
nitico e citrico poderia favorecer o desvio da rota normal, para a sintese do &cido
t-aconitico, de forma mais pronunciada no cultivar sensivel. Esta inibicdo da
oxidacéo do isocitrato poderia também limitar a utilizacdo do 2-oxoglutarato para
a sintese dos &cidos glutamico e aspartico, limitando a sintese de aminoacidos e de

proteinas e, consequentemente, comprometendo todo o crescimento das plantas.

Quadro 7 - Efeito do Al sobre a atividade da desidrogenase do isocitrato em
plantas de sorgo

Al Raizes Folhas
(uM) Sensivel Tolerante Sensivel Tolerante
umol h'lg'lMF
0 11,7Aa 12,7Aa 13,9Aa 12,3Aa
185 11,7Aa 14,1Aa 5,7Bb 8,1Ab

* As médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas nas linhas e pelas mesmas letras
mindsculas nas colunas, para cada nivel de Al, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.

3.2.3. Efeito do Al sobre a atividade da desidratase do citrato
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Na auséncia de Al, a atividade da desidratase do citrato nas raizes do
cultivar tolerante foi significativamente maior que a atividade dessa enzima no
cultivar sensivel (Quadro 8). Na presenca do Al, observaram-se reducdes de 50,4
e 29% na atividade da desidratase do citrato, nas raizes do cultivar sensivel e
tolerante, respectivamente. Nas folhas, na auséncia de Al, ndo houve diferenca
entre os cultivares para a atividade dessa enzima. Na presenca de Al, a atividade
da desidratase do citrato ndo foi alterada no cultivar tolerante, mas decresceu

31,1% no cultivar sensivel.

Quadro 8 - Efeito do Al sobre a atividade da desidratase do citrato em plantas de

sorgo
Al Raizes Folhas
(uM) Sensivel Tolerante Sensivel Tolerante
umol h'lg'lMF
0 193,3Ba 317,7Aa 139,1Aa 1446 Aa
185 95,8Bb 225,7Ab 95,8 Bb 150,0 Aa

* As médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas nas linhas e pelas mesmas letras
minusculas nas colunas, para cada nivel de Al, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.

Estes resultados sugerem a ocorréncia de menor sintese do acido
t-aconitico, a partir do acido citrico, com maior intensidade no cultivar sensivel.
Segundo BRAUER e TELL (1981), em plantas de milho, o acido t-aconitico é
sintetizado rapidamente a partir do &cido citrico, em reacdo catalisada pela
desidratase do citrato. Sob condi¢cbes em que a enzima seja inibida, como por
exemplo estresse com Al, espera-se que o0 acido citrico se acumule em maior
quantidade (Quadro 1, Capitulo 2). Este fato pode provavelmente ter ocorrido

nas folhas do cultivar sensivel.
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3.3. Atividade das enzimas do metabolismo de &cidos organicos e a
tolerancia de plantas de sorgo ao Al

O Al altera a atividade de enzimas de sintese e de degradacdo do &cido
malico, de modo diferencial. No cultivar tolerante ao Al, sob estresse de Al, as
enzimas envolvidas na sintese como a carboxilase do fosfoenolpiruvato e,
principalmente, a fumarase aumentaram suas atividades, enquanto a principal
enzima de degradacédo, a desidrogenase do malato, diminuiu. J& nas plantas do
cultivar sensivel, as enzimas do metabolismo do acido malico responderam a
presenca do Al de forma diferente. A atividade da fumarase nas folhas das
plantas tratadas com Al diminuiu, enquanto a atividade da desidrogenase do
malato aumentou nas raizes dessas plantas sob estresse de Al. O balanco das
atividades das enzimas de sintese e de degradacdo do acido malico, portanto,
favorecem ao maior acimulo de acido malico no cultivar tolerante.

No caso do metabolismo do &cido t-aconitico, apesar de este acido ser
quantitativamente bastante importante em sorgo, as atividades enzimaticas nédo
mostraram de modo claro o que levou ao acimulo desse acido. Todavia, seu
aumento expressivo, especialmente nas raizes do cultivar tolerante sob estresse
de Al, sugere o envolvimento do acido t-aconitico no mecanismo de tolerancia.
De modo geral, considerando principalmente o metabolismo dos acidos malico e
t-aconitico, assume-se que o cultivar tolerante, sob estresse de Al, desencadeia
um estimulo a biossintese desses acidos organicos de forma mais acentuada que
o cultivar sensivel, podendo ser este um importante componente do mecanismo

de tolerancia de sorgo em niveis toxicos de Al.
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4. CONCLUSOES

Na presenca do Al, ocorreram reducbes nas atividades das enzimas
desidrogenase do malato e enzima malica, dependente de NAD", nas folhas dos
dois cultivares. Entretanto, o efeito desse elemento nas raizes praticamente
inexistiu. O Al estimulou o aumento na atividade da carboxilase do
fosfoenolpiruvato e da fumarase, nas raizes dos dois cultivares, especialmente no
tolerante. Nas folhas, a atividade da carboxilase do fosfoenolpiruvato ndo se
modificou nos dois cultivares e a da fumarase aumentou no tolerante, mas
decresceu no sensivel. Nas raizes, o Al promoveu o0 aumento na atividade da
enzima malica dependente de NADP”, que foi menor no cultivar tolerante. Nas
folhas, a atividade dessa enzima diminuiu nos dois cultivares. Na presenca do Al,
a atividade da isomerase do aconitato aumentou nas raizes, mas diminuiu nas
folhas. N&o houve alteracdo na atividade da desidrogenase do isocitrato, nas
raizes dos dois cultivares, na presenca do Al. J& nas folhas, o Al, provocou
diminuicdo da atividade da desidrogenase do isocitrato nos dois cultivares. A
desidratase do citrato teve sua atividade diminuida, nas raizes dos dois cultivares,
na presenca do Al. Entretanto, nas folhas, a atividade desta enzima diminuiu no
cultivar sensivel, ndo sendo alterada no cultivar tolerante.

As enzimas testadas, que se mostraram importantes no controle da
producdo de &cidos organicos e determinantes no comportamento diferencial dos
cultivares de sorgo frente ao estresse de Al, foram a carboxilase do
fosfoenolpiruvato e, principalmente, a fumarase. As demais enzimas estudadas
parecem ser secundarias, no que concerne a manutencdo dos niveis dos &cidos

organicos.
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O Al, de modo geral, influenciou a atividade das enzimas estudadas, no
sentido de estimular a sintese e, ou, inibir a degradacdo do acido malico. Nos
casos dos &cidos citrico e t-aconitico, isto nem sempre aconteceu. No cultivar
tolerante, as enzimas de sintese dos acidos organicos mostraram-se mais
sensiveis ao estimulo, enquanto as enzimas de degradacdo foram mais sensiveis
ao efeito inibitorio do Al tdxico.

Os aumentos nas concentracdes de acido malico, nas plantas de sorgo
sensiveis e tolerantes, tratadas com Al, podem ser explicados pela resultante das
atividades das enzimas de sintese e de degradacdo desse acido. No caso do acido
t-aconitico, contudo, isto ndo ficou claro. Parece que os niveis desse acido séo
alterados por reacdes de interconversdo rapida dos acidos c-aconitico e citrico

para t-aconitico, como também pelo seu transporte e pela sua redistribuicao.
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3. RESUMO E CONCLUSOES

Neste trabalho, estudaram-se os efeitos do Al sobre o teor e a distribuigéo
do Al, o crescimento de plantas de sorgo e os teores de P, K, Ca e Mg, os teores e
a exsudacdo de acidos organicos e a atividade de enzimas ligadas a sintese e a
degradacdo desses acidos, em dois cultivares de sorgo com tolerancia diferencial,
o tolerante (BROO6R) e o sensivel (BRO07A), em niveis toxicos de Al.

O crescimento das plantas, particularmente o das raizes, diminuiu
acentuadamente com o aumento das concentracdes de Al na solugéo nutritiva.

Os teores de Al, tanto nas raizes quanto na parte aérea, aumentaram com
0s aumentos nas concentracdes de Al na solucdo nutritiva, e o cultivar sensivel
acumulou mais Al nas duas partes da planta.

O Al acumulou-se principalmente no apice radicular (0-5 mm). Este
segmento da raiz, além de apresentar maior teor de Al que os demais segmentos
analisados, no cultivar sensivel, apresentou cerca de 25,0% mais Al que o
cultivar tolerante.

Os teores dos elementos minerais P, K, Ca e Mg, tanto nas raizes quanto
na parte aérea, diminuiram com o aumento dos niveis de Al na solugéo nutritiva,
mas os cultivares ndo diferiram entre si, exceto para os teores de Ca na parte
aerea.

A aplicagdo de acido maélico a solucdo nutritiva resultou em amenizagao
do efeito inibitério do Al sobre o alongamento radicular, mas ndo houve
eliminacdo completa da toxicidade do Al, mesmo na concentragcdo mais alta.

Os teores dos principais &cidos organicos, encontrados nas raizes e na
parte aérea, aumentaram com a exposicdo das plantas ao Al. Os dois &cidos
organicos mais abundantes em sorgo e, talvez, os mais importantes do ponto de

vista da tolerancia dessa planta ao Al foram os acidos mélico e t-aconitico.
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Dentre todos os &cidos organicos, o acido malico foi aquele que, na
presenca de Al, apresentou o maior aumento absoluto no seu teor, sempre mais
pronunciado no cultivar tolerante, sugerindo um papel deste &cido no mecanismo
de tolerancia das plantas a toxicidade de Al.

O Al promoveu aumento no teor de acido citrico na seiva xilematica, tanto
no cultivar sensivel quanto no tolerante, sendo, entretanto, mais pronunciado
(cerca de 35%) no cultivar tolerante que no cultivar sensivel (11,5%).

O Al, de modo geral, influenciou a atividade das enzimas estudadas, no
sentido de estimular a sintese e, ou, inibir a degradacdo do acido malico. Nos
casos dos &cidos citrico e t-aconitico, isto nem sempre aconteceu. No cultivar
tolerante, as enzimas de sintese dos acidos organicos mostraram-se mais
sensiveis ao estimulo, enquanto as enzimas de degradacdo foram mais sensiveis
ao efeito inibitorio do Al toxico.

As enzimas que se mostraram potencialmente mais importantes no
controle da producdo de acidos organicos e do comportamento diferencial dos
cultivares de sorgo, frente ao estresse de Al, parecem ser a carboxilase do
fosfoenolpiruvato e, principalmente, a fumarase. As demais enzimas estudadas
mostraram ter papel secundario nos processos de manutencdo dos niveis de

acidos organicos.
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Quadro 1A — Resumo da analise de variancia do efeito do Al sobre o peso da
matéria seca das raizes e da parte aérea de plantas de sorgo

Fontes de Variagao GL Quadrado Médio

Raizes Parte Aérea
Cultivar 1 0,124.107** 0,186.10™*
Doses de aluminio 4 0,121.10** 0,770.107**
Cultivar x Doses 4 0,339.10° 0,395.10
Blocos 2 0,383.102** 0,855.10
Residuos 18 0,489.10°° 0,403.10
CV (%) 12,8 12,2

* Significativo pelo teste F a 5%.
** Significativo pelo teste Fa 1%.

86



Quadro 2A - Resumo da analise de variancia do efeito do Al sobre o
comprimento da maior raiz de plantas de sorgo

Fontes de Variagéo GL Quadrado Médio
Cultivar 1 7,9%*
Doses de aluminio 4 130,9**
Cultivar x Doses 4 1,29**
Blocos 2 0,29
Residuos 18 0,15

CV (%) 3,9

* Significativo pelo teste F a 5%.
** Significativo pelo teste Fa 1%.

Quadro 3A — Resumo da analise de variancia do teor do Al nas raizes e na parte
aerea de plantas de sorgo

Fontes de Variagéo GL Quadrado Médio
Raizes Parte Aérea

Cultivar 1 31952,0** 18160,2**
Aluminio 4 2234366,0** 823327,2**
Cultivar x Aluminio 4 8547,4 2212,3
Blocos 2 17437,1 28235
Residuos 18 5093,5 1270,7
CV (%) 12,8 10,9

* Significativo pelo teste F a 5%.
** Significativo pelo teste Fa 1%.
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Quadro 4A - Resumo da analise de variancia do efeito do Al sobre a
distribuicdo de Al em segmentos radiculares de plantas de sorgo

Fontes de variagdo GL Quadrado Médio
Cultivar 1 3350,6**
Aluminio 1 1220,7*%*
Segmento 4 41,9*%*
Segmento x cultivar 4 42 6**
Segmento x aluminio 4 114,3**
Cultivar x aluminio 1 381,9**
Cultivar x aluminio x segmentos 4 92,1**
Blocos 2 13,5
Residuos 38 4.6
CV (%) 10,3

* Significativo pelo teste F a 5%.
** Significativo pelo teste Fa 1%.

Quadro 5A — Resumo da anélise de variancia do efeito do Al sobre os teores de
P, K, Ca e Mg na raiz e na parte aérea de plantas de sorgo

Fontes de GL Quadrado Médio
Variacdo
P K Ca Mg

Raiz P.A Raiz  P.A Raiz P.A Raiz P.A
Cultivar 1 026.10% 027.10° 08.10° 017 04110 0510 08.10° 0,8.10*
Doses de Al 4 017* 0.83.10-2** 18** 13* 06.10"* 0,5.107** 0,3.10"** 0,1.107**
Cultivar x Doses 4  0.15.10" 0.54.10° 0,1 04 0110 0410° 04.107 0,1.107
Blocos 2 099102 0.28.10° 08** 50* 09.10"* 06102 0,3.10™*  0,1.10"
Residuos 18 02107 0.83.10%2 0,15 04 08107 0810% 07.107 0,2.107
CV (%) 14.6 6.1 6,8 121 11,2 21,9 25,4 17,0

* Significativo pelo teste Fa 5% .
** Significativo pelo teste F a 1%.
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Quadro 6A — Resumo da andlise de variancia da amenizacdo da toxicidade do Al
pela aplicacdo do acido malico

Fontes de Variagéo GL Quadrado Médio
Cultivar 1 0,021
Acido malico 4 8,06**
Cultivar x Acido malico 4 4,51**
Blocos 2 0,08
Residuos 18 0,40

CV (%) 8,6

* Significativo pelo teste F a 5%.
** Significativo pelo teste Fa 1%.

Quadro 7A — Resumo da andlise de variancia do efeito do Al sobre o teor dos
acidos organicos nas raizes de plantas de sorgo

Fontes de Variagdo GL Quadrado Médio
ACIDOS

MALICO CITRICO T-ACONITICO FUMARICO SUCCINICO QUINICO

Cultivar 1 126** 033107 0,99** 0,57.10" 0,49.10%  0,24.107**
Aluminio 1 36,8 1,58** 9,8** 2,7%* 3,33** 0,47**
Cultivar x Al 1 0,26 0,27.10° 0,63* 0,72.10™ 0,23.10™ 0,27.10°%*
Blocos 2 0,25 0,17.10" 0,46.10" 0.34.10™ 0,62.10 0,32.10°
Residuos 6 0610 014.10" 0,83.10" 0,28.10™ 0,43.102 0,22.10°
CV (%) 7.8 21,6 12,7 19,1 8,6 3,8

* Significativo pelo teste Fa 5% .

** Significativo pelo teste F a 1%.
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Quadro 8A — Resumo da andlise de variancia do efeito do Al sobre o teor dos
acidos organicos na parte aérea de plantas de sorgo

Fontes de GL Quadrado Médio
Variagdo

ACIDOS
MALICO  CITRICO T-ACONITICO FUMARICO SUCCINICO  QUINICO

Cultivar 1 6,0%* 0,90.102** 0,3 0,54.10**  0,21.10%**  0,24.107*=
Aluminio 1 11,7%* 0,37** 0,77** 0,78.10°1%* 0,60** 0,48**
Cultivar x Al 1 2,88** 0,74.10* 0,17.10™ 0,10** 0,24.10-2 0,27.1072%*
Blocos 2 0,14.10 0,40.10° 0,80.10" 0,43.10° 0,89.10-3 0,32.10°
Residuos 6 0,10.10™ 0,55.10° 0,74.10" 0,15.10° 0,95.10-3 0,22.10°
CV (%) 5,0 6,9 30,0 9,2 6,2 3,8

* Significativo pelo teste Fa 5% .
** Significativo pelo teste Fa 1%.

Quadro 9A — Resumo da andlise de variancia do efeito Al sobre o efluxo do
malato (CG = cromatografia gasosa e EE = ensaio enzimatico)

Fontes de Variagao GL Quadrado Médio

CG EE
Cultivar 1 0,14** 0,99.10**
Aluminio 1 0,13** 0,21**
Cultivar x Aluminio 1 0,53.10-1** 0,39.10-1**
Blocos 2 0,10.10° 0,83.10°
Residuos 6 0,25.10° 0,16.107
CV (%) 6,2 5,1

* Significativo pelo teste F a 5%.
** Significativo pelo teste Fa 1%.
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Quadro 10A — Resumo da analise de variancia do efeito do Al sobre o teor de
acidos organicos na seiva xilematica de plantas de sorgo

Fontes de Variagéo GL Quadrado Médio
Cultivar 1 0,22**
Aluminio 1 0,46**
Cultivar x Aluminio 1 0,14**
Blocos 2 0,64.1072
Residuos 6 0,56.107
CV (%) 3,9

* Significativo pelo teste F a 5%.
** Significativo pelo teste Fa 1%.

Quadro 11A — Resumo da analise de variancia do efeito do Al sobre a atividade
da carboxilase do fosfoenolpiruvato em plantas de sorgo

Fontes de Variagéo GL Quadrado Médio
Raizes Folhas
Cultivar 1 4924 4** 80676,5**
Aluminio 1 17864,8** 11,2
Cultivar x Aluminio 1 69,8 11,2
Blocos 2 168,3 165,5
Residuos 6 248,3 321,6
CV (%) 18,2 10,5

* Significativo pelo teste F a 5%.
** Significativo pelo teste Fa 1%.
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Quadro 12A — Resumo da analise de variancia do efeito do Al sobre a atividade
da fumarase em plantas de sorgo

Fontes de Variagéo GL Quadrado Médio
Raizes Folhas
Cultivar 1 9746,9** 8112,5**
Aluminio 1 26135,1** 3575,9*
Cultivar x Aluminio 1 12758,3** 23997,6**
Blocos 2 53,49 564,2
Residuos 6 114,0 452,8
CV (%) 15,4 15,3

* Significativo pelo teste F a 5%.

** Significativo pelo teste Fa 1%.

Quadro 13A — Resumo da analise de variancia do efeito do Al sobre a atividade
da enzima malica dependente de NAD™ em plantas de sorgo

Fontes de Variagao GL Quadrado Médio
Raizes Folhas
Cultivar 1 1,00 37,5
Aluminio 1 0,12.10* 1476,7%*
Cultivar x Aluminio 1 0,14.10* 260,9%*
Blocos 2 0,93 38,43
Residuos 6 0,1 19,42
CV (%) 18,2 15,1

* Significativo pelo teste F a 5%.

** Significativo pelo teste Fa 1%.



Quadro 14A — Resumo da analise de variancia do efeito do Al sobre a atividade
da desidrogenase do malato em plantas de sorgo

Fontes de Variagéo GL Quadrado Médio

Raizes Folhas
Cultivar 1 101674,8* 1469,7
Aluminio 1 5489,5 124807,1**
Cultivar x Aluminio 1 163688,2** 1535,5
Blocos 2 26498,8 7326,6
Residuos 6 11425,5 7620,1
CV (%) 8,5 7,1

* Significativo pelo teste F a 5%.
** Significativo pelo teste F a 1%.

Quadro 15A — Resumo da analise de variancia do efeito do Al sobre a atividade
da enzima malica dependente de NADP* em plantas de sorgo

Fontes de Variagéo GL Quadrado Médio
Raizes Folhas
Cultivar 1 242,19** 1065,6*
Aluminio 1 632,1** 1363,2**
Cultivar x Aluminio 1 173,5*%* 138,6
Blocos 2 22,9 1111
Residuos 6 9,54 96,1
CV (%) 6,7 12,4

* Significativo pelo teste F a 5%.
** Significativo pelo teste Fa 1%.
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Quadro 16A — Resumo da analise de variancia do efeito do Al sobre a atividade
da isomerase do aconitato em plantas de sorgo

Fontes de Variagéo GL Quadrado Médio
Raizes Folhas

Cultivar 1 249,8* 1405,3**
Aluminio 1 420,2** 6354,4**
Cultivar x Aluminio 1 192,9* 746,1*%*
Blocos 2 19,5 2,5
Residuos 6 24,5 8,1
CV (%) 14,9 8,9

* Significativo pelo teste F a 5%.
** Significativo pelo teste Fa 1%.

Quadro 17A — Resumo da analise de variancia do efeito do Al sobre a atividade
da desidrogenase do isocitrato em plantas de sorgo

Fontes de Variagao GL Quadrado Médio
Raizes Folhas
Cultivar 1 8,3 0,9
Aluminio 1 1,5 122,8**
Cultivar x Aluminio 1 1,5 14,7**
Blocos 2 3,1 0,33
Residuos 6 2,6 1,0
CV (%) 12,8 10,3

* Significativo pelo teste F a 5%.
** Significativo pelo teste Fa 1%.
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Quadro 18A — Resumo da analise de variancia do efeito do Al sobre a atividade
da desidratase do citrato em plantas de sorgo

Fontes de Variagéo GL Quadrado Médio
Raizes Folhas
Cultivar 1 48512,8** 2657,8**
Aluminio 1 26903,3** 1076,3
Cultivar x Aluminio 1 22,0 1779,1*
Blocos 2 856,7 21,9
Residuos 6 153,76 256,2
CV (%) 59 12,0

* Significativo pelo teste F a 5%.
** Significativo pelo teste Fa 1%.
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