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RESUMO 

 

SOUZA, Leandro Torres de, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, junho de 2012. 

Papel do óxido nítrico na tolerância ao alumínio em dois genótipos de milho. 

Orientador: José Cambraia. Coorientadores: Cleberson Ribeiro e Juraci Alves de 

Oliveira. 

 

Os objetivos deste estudo foram avaliar os efeitos de níveis tóxicos de alumínio (Al) 

sobre o crescimento e a morfologia externa das raízes e avaliar a influência do óxido 

nítrico (NO) sobre a intensidade do estresse oxidativo induzido pelo Al, bem como 

sobre a atividade de enzimas e a concentração de metabólitos antioxidativos em dois 

genótipos de milho, com tolerância diferencial a este elemento. Os genótipos de 

milho UFVM 100 (sensível) e UFVM 200 (tolerante) foram submetidos aos 

tratamentos com 0, 25, 50, 100 e 200 μM de Al em solução de CaCl2 0,5 mM, pH 

4,5, durante 12, 24, 36 e 48 horas ou submetidos aos tratamentos com 0 e 50 μM de 

Al e 0 e 25 μM de SNP em solução de CaCl2 0,5 mM, pH 4,5, durante 24 horas. 

Decorrido este tempo, foram determinados os teores de Al, alongamento radicular e a 

morfologia externa dos ápices radiculares. Adicionalmente, foram avaliados os 

efeitos dos inibidores da sintase do óxido nítrico (NOS) e da redutase do nitrato (RN) 

e do sequestrador de NO (PTIO) sobre a inibição do alongamento radicular, as 

atividades da NOS e RN e os teores de NO, em plantas tratadas com Al. Num 

terceiro experimento foram avaliados os efeitos do Al e do NO sobre os teores de 

intermediários reativos de oxigênio (ROIs), ascorbato (AA), desidroascorbato 

(DHA), malondialdeído (MDA) e sobre a atividade das enzimas dismutase do 

superóxido (SOD), peroxidase do ascorbato (APX), catalase (CAT), peroxidase (POX), 

peroxidase da glutationa (GPX), redutase da glutationa (GR), lipoxigenase (LOX), 

redutase do monodesidroascorbato (MDHAR) e redutase do desidroascorbato (DHAR). 

A análise química, o teste de hematoxilina e fotos obtidas por microscopia eletrônica 

de varredura com energia dispersiva de raios-X (EDS) mostraram maior acúmulo de 

Al nos ápices radiculares do genótipo UFVM 200. O Al, contudo, causou maior 

redução no alongamento radicular no genótipo UFVM 100 para todas as 

concentrações de Al e tempos de exposição estudados. Observou-se correlação entre 

o teor de Al nos ápices radiculares e o alongamento radicular nos dois genótipos. O 

acúmulo de Al nos ápices radiculares resultou em danos às células desta parte da 

planta, caracterizados por ruptura das células da epiderme e consequente alteração na 
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morfologia externa das raízes nos dois genótipos de milho, principalmente no 

genótipo UFVM 100. A microanálise de varredura com raios-X (EDS) mostrou 

acúmulo de Al e de fósforo nos ápices radiculares indicando uma possível 

precipitação de Al na forma de fosfato. O genótipo UFVM 200, considerado mais 

tolerante ao Al, acumulou mais Al e P do que o genótipo UFVM 100, provavelmente 

no apoplasto radicular, indicativo de um possível envolvimento do fosfato inorgânico 

no mecanismo de tolerância ao Al em milho. A absorção e acúmulo de Al pelas 

raízes das plantas induziram a produção e acúmulo de ROIs estabelecendo um 

estresse oxidativo, caracterizado por aumento na peroxidação de lipídeos e na 

atividade da LOX. Paralelamente, observou-se aumento na atividade de algumas 

enzimas antioxidativas (SOD, CAT, POX, GR e GPX), indicativo de uma 

participação ativa destas enzimas no processo de eliminação do excesso de ROIs 

induzidos pela toxidez de Al. A aplicação exógena de NO (SNP) restabeleceu a 

homeostase celular deste radical nitrogenado atenuando o efeito inibitório do Al 

sobre o alongamento radicular. O efeito protetor da aplicação de SNP parece ser 

resultado de reação direta do NO com os ROIs e pela elevação da atividade de 

algumas enzimas antioxidativas, envolvidas não apenas na eliminação dos ROIs 

produzidos, mas também controlando os níveis celulares de importantes metabólitos 

antioxidativos do ciclo do ascorbato. O genótipo UFVM 200 exibiu melhores 

respostas bioquímicas ao estresse causado por Al, principalmente na presença de NO 

que, em conjunto, demostram ter ele maior tolerância ao Al do que o UFVM 100. 
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ABSTRACT 

 

SOUZA, Leandro Torres de, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, June, 2012. 

Role of nitric oxide on aluminum tolerance in two maize genotypes. Adviser: 

José Cambraia. Co-advisers: Cleberson Ribeiro and Juraci Alves de Oliveira. 

 

The objectives of this study were to evaluate the effects of toxic levels of aluminum 

(Al) on the growth and external morphology of roots and to evaluate the influence of 

nitric oxide (NO) on the intensity of the oxidative stress induced by Al, as well as on 

the activity enzymes and the contents of metabolites of the antioxidative system in 

maize genotypes, with differential tolerance to this element. The UFVM 100 

(sensitive) and UFVM 200 (tolerant) maize genotypes were treated with 0, 25, 50, 

100 and 200 µM Al in 0.5 mM CaCl2 solution , pH 4.5, for 12, 24, 36 and 48 hours, 

or treated with 0 and 50 µM Al and 0 and 25 µM SNP in 0,5 mM CaCl2, pH 4.5 for 

24 hours. Plants were then harvested and Al contents, root elongation and external 

morphology of root tips were determined. Additionally, the influence of the 

inhibitors of the nitric oxide synthase (NOS) and nitrate reductase (NR) and of the 

NO sequestering PTIO on the inhibition of root elongation and on the NO contentas 

well as the activity of NOS and RN in Al treated plants. In a third experiment, the 

effects of Al and NO on the contents of ROIs, ascorbate (AA), desidroascorbate 

(DHA), malondialdehyde (MDA) and on the activities of the enzymes superoxide 

dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX), catalase (CAT), peroxidase (POX), 

glutathione peroxidase (GPX), glutathione reductase (GR), lipoxygenase (LOX), 

monodydroascorbate reductase (MDHAR) and dehydraoascorbate reductase 

(DHAR) were evaluated. Chemical analysis, hematoxylin’s test and scanning 

electron microscopy with energy dispersive X-ray (EDS) showed greater Al 

accumulation in the root tips the UFVM 200 genotype. Nevertheless, Al caused 

greater reduction in root elongation in the UFVM 100 genotype at all Al 

concentrations and exposure times studied. A negative correlation between the Al 

content in the root tips and root elongation was found for both genotypes. Al damage 

to root tips was visualized by disruption of epidermal cells and also by changes in the 

external morphology of roots. The scanning microanalysis X-ray (EDS) showed also 

Al and P accumulation in root tips indicative of a precipitation of Al as a phosphate 

salt. The UFVM 200 genotype, considered more tolerant to Al, showed higher 

accumulation of Al and P than UFVM 100 genotype, probably in the root apoplasto, 
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indicative of a possible involvement of the inorganic phosphate in the mechanism of 

tolerance to Al in maize. Aluminum uptake and accumulation in roots tips induced 

the production and/or accumulation of ROIs establishing an oxidative stress, 

characterized by an increase in lipid peroxidation and in LOX activity. Parallel to 

this, there was an increase in the activity of some antioxidant enzymes (SOD, CAT, 

POX, GR and GPX) indicative of an active participation of these enzymes in the 

process of eliminating the excess of ROIs produced during Al stress. The exogenous 

application of NO (SNP) re-established the cellular homeostasis of NO attenuating 

the inhibitory effect of Al on root elongation. The protective effect of the application 

of SNP may be the result of a direct reaction of NO with ROIs as well as by 

increasing the activity of some antioxidative enzymes, involved not only in the 

eliminationf the produced ROIs, but also controlling the cell levels of essential 

antioxidative metabolites  of the ascorbate cycle. The genotype UFVM 200 showed 

better biochemical responses to stress caused by Al, especially in the presence of NO 

which, taken together, demonstrate its higher tolerance to Al than UFVM 100. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

O alumínio (Al) é o 3º elemento mais abundante na litosfera participando com 8% na 

composição da crosta terrestre (Rossiello e Netto, 2006). Em solos neutros, este metal 

apresenta-se na forma insolúvel e atóxica, ao passo que a acidificação do solo eleva as formas 

de alumino-silicatos e óxidos solúveis, os quais atingem concentrações tóxicas na solução do 

solo (Ma e Furukawa, 2003).  Tendo em vista que cerca de 30% de toda área terrestre do 

mundo consiste de solos ácidos e que 50% das terras aráveis do mundo são potencialmente 

ácidas, a toxidez de Al representa uma das mais importantes limitações para a produção 

agrícola mundial (Piñeros et al., 2005). 

Como a raíz é o primeiro órgão da planta a entrar em contato com o Al no solo, os 

sintomas de toxidez se expressam aí de forma mais acentuada. Plantas expostas a níveis 

tóxicos de Al apresentam uma série de alterações na arquitetura e morfologia de suas raízes 

como: redução na formação de raízes laterais e de pêlos radiculares, alteração na cor, 

engrossamento, atrofia e curvatura das raízes (Čiamporová, 2002). Além disso, a rizoderme e 

o córtex podem apresentar rupturas transversais (Yamamoto et al., 2001; Blamey et al., 2004; 

Jones et al., 2006; Kopittke et al., 2008). A localização da formação destas rupturas em raízes 

de feijão (Kopite et al., 2008), ervilha (Yamamoto et al., 2001) e milho (Jones et al., 2006) 

tem sido verificadas a partir de 1mm do ápice radicular nas células externas do córtex e na 

epiderme na região de alongamento. 

Além dos vários efeitos da exposição das plantas a níveis tóxicos de Al, muitos 

estudos mostram que o excesso de Al induz a produção de intermediários reativos de oxigênio 

(ROIs), desencadeando o estresse oxidativo (Boscolo et al., 2003; Meriga et al., 2004; Sharma 

e Dubey, 2007). Estes ROIs são formas reduzidas do oxigênio molecular responsável por 

danos oxidativos a diversos componentes celulares (Mittler, 2002) e incluem o ânion 

superóxido (
•

O2

-

), peróxido de hidrogênio (H2O2), radical hidroxil (HO
•

) e oxigênio “singleto” 

(
1
O2). Em função disso, as plantas desenvolveram estratégias que mantém constantes os níveis 

destes ROIs no interior das células (Apel e Hirt, 2004), apresentando mecanismos de defesa 

enzimáticos e/ou não enzimáticos (Scandalios, 1993). Dentre as enzimas que participam dos 

sistemas de defesa das plantas destacam-se: catalase (CAT), dismutase do superóxido (SOD), 

peroxidase (POX), peroxidase do ascorbato (APX), peroxidase da glutationa (GPX) e redutase 

da glutationa (GR). Dentre os metabólitos que podem ser importantes nos sistemas de defesa 
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não-enzimáticos destacam-se: ascorbato (AA), monodesidroascorbato (MDHA), glutationa 

reduzida (GSH), α-tocoferol e carotenóides (Mittler, 2002). 

O óxido nítrico (NO) é um radical livre gasoso com meia-vida relativamente longa, 

permanecendo em sistemas biológicos por 3-5 s (Tuteja et al., 2004). Apresenta alta 

difusibilidade (4,8 x 10
-5

 cm
2
 s

-1 
em H2O) e pode se movimentar facilmente não apenas em 

regiões hidrofílicas na célula, mas também se difundir livremente através da bicamada lipídica 

das membranas (Arasimowicz e Floryszak-Wieczorek, 2007).  

O NO, em plantas, pode ser sintetizado a partir de arginina pela ação da enzima sintase 

do óxido nítrico (NOS) ou a partir de nitrito, pela ação da enzima redutase do nitrato (RN) ou 

por fontes não enzimáticas (Neill et al., 2003). A atividade da NOS, dependente de arginina, 

pode ocorrer nos peroxissomos (Corpas et al., 2004), cloroplastos (Foissner et al., 2000; 

Gould et al., 2003) e mitocôndrias (Guo e Crawford, 2005). A NOS converte L-arginina para 

L-citrulina em uma reação dependente de NADPH e oxigênio molecular liberando uma 

molécula de NO por cada molécula de L-arginina. Em plantas, a atividade da NOS pode ser 

inibida por inibidores da NOS animal que atuam como análogos, tais como L-N
G
-monometil 

arginina (L-NAME) e L-Nitro amino arginina metil ester (L-NMMA) (Guo e Crawford, 

2005). A RN é enzima chave na assimilação de nitrato em plantas, catalisando a conversão de 

nitrato a nitrito utilizando NADPH como fonte de elétrons. Esta enzima, porém, pode 

produzir NO a partir da redução do nitrito usando novamente o NADPH como doador de 

elétrons (Neill et al., 2003). A terceira possibilidade seria a biossíntese do NO a partir de 

fontes não enzimáticas (Bethke et al., 2004). Neste caso, o nitrito é protonado produzindo 

ácido nitroso (HNO2) por meio de uma reação reversível favorecida por baixos valores de pH. 

Segundo Durnet et al. (1998) NO pode, também, ser produzido não-enzimaticamente a partir 

da redução de nitrito pelos carotenóides.  

Esta molécula sinalizadora com ação antioxidante regula o nível e a toxidez dos ROIs 

que são gerados por diversos tipos de estresses (Delledone, 1998; Durner et al., 1998; Sang et 

al., 2008). Assim sendo, o NO é um fator que desencadeia a tolerância de várias espécies 

vegetais a diversos tipos de estresses abióticos como estresse hídrico (Tian e Lei, 2006), 

salino (Shi et al., 2007), por metais pesados (Singh et al., 2008) e por Al (Wang e Yang, 2005; 

Tian et al., 2007; Wang et al., 2010). 

O preciso mecanismo pelo qual o NO melhora a tolerância das plantas aos efeitos 

tóxicos do Al não é perfeitamente conhecido (Xue et al., 2008). Há indicações de que o NO 

reduza a toxicidade do Al impedindo o estresse oxidativo causado por este metal (Wang e 
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Yang, 2005), quer seja pela eliminação de radicais superóxidos (
•

O2

-

), quer seja pela elevação 

da atividade de enzimas antioxidativas, especialmente da dismutase do superóxido (SOD), 

catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) (Kopyra et al., 2003; Zhao et al., 2008). 

Várias evidências acumuladas nos últimos anos indicam o envolvimento do NO nos 

mecanismos de defesa de plantas a estresses ambientais, inclusive ao estresse causado por 

excesso de Al. O mecanismo da ação protetora do NO sobre a toxidez de Al, entretanto, não 

foi ainda perfeitamente esclarecido em nenhuma espécie vegetal de valor econômico, em 

especial nos cultivares de milho desenvolvidos para cultivo regional, como os que foram 

utilizados na presente pesquisa.  

 

2. OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a influência do alumínio sobre o crescimento e a morfologia externa de raízes 

e a influência do óxido nítrico (NO) sobre o estresse oxidativo causado por níveis tóxicos de 

Al em dois cultivares de milho com tolerância diferencial a este metal.  

 

2.1. Objetivos específicos 

 

1. Avaliar o perfil do crescimento e da morfologia externa das raízes de cultivares de 

milho com tolerância diferencial ao alumínio.  

2. Avaliar a influência do NO sobre os efeitos tóxicos do Al no alongamento radicular. 

3. Analisar os efeitos do Al sobre a atividade de enzimas da biossíntese de NO. 

4. Avaliar a influência do NO sobre a intensidade do estresse oxidativo e sobre o 

funcionamento dos mecanismos antioxidativos enzimáticos e não enzimático em 

plantas de milho sob níveis tóxicos de Al. 
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CAPÍTULO I 

 

 

INFLUÊNCIA DE NÍVEIS TÓXICOS DE ALUMÍNIO SOBRE O 

CRESCIMENTO E A MORFOLOGIA DE RAÍZES DE MILHO 

 

RESUMO 

 

Os objetivos deste estudo foram avaliar os efeitos de níveis tóxicos de alumínio (Al) 

sobre o crescimento e a morfologia externa das raízes de dois genótipos de milho 

com tolerância diferencial a este elemento. Os genótipos de milho UFVM 100 

(sensível) e UFVM 200 (tolerante) foram submetidos aos tratamentos com 0, 25, 50, 

100 e 200 μM de Al em solução de CaCl2 0,5 mM, pH 4,5, durante 12, 24, 36 e 48 

horas e, então, foram determinados os teores de Al, o alongamento radicular (AR) e a 

morfologia externa de ápices radiculares. A análise química, o teste de hematoxilina 

e fotos obtidas por microscopia eletrônica de varredura com energia dispersiva de 

raios-X (EDS) mostraram maior acúmulo de Al nos ápices radiculares do genótipo 

UFVM 200. O Al, contudo, causou maior redução no alongamento radicular no 

genótipo UFVM 100 para todas as concentrações e tempos de exposição estudados. 

Observou-se correlação entre o teor de Al nos ápices radiculares e o alongamento 

radicular nos dois genótipos. O acúmulo de Al nos ápices radiculares em ambos os 

genótipos de milho causou danos nos ápices radiculares que foram verificados por 

ruptura das células da epiderme e consequente alteração na morfologia externa das 

raízes. A microanálise de varredura com raios-X (EDS) mostrou acúmulo de Al 

concomitante a uma elevação na concentração de fósforo nos ápices radiculares 

indicando uma possível precipitação de Al na forma de fosfato. O genótipo UFVM 

200 mostrou-se mais tolerante ao Al que o genótipo UFVM 100 e os dados sugerem 

que parte desta tolerância possa ser resultado da neutralização do Al, por precipitação 

com fósforo, no apoplasto radicular. 
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TOXIC EFFECTS OF ALUMINUM LEVELS ON GROWTH AND 

MORPHOLOGY OF MAIZE ROOTS 

 

ABSTRACT 

 

The objectives of this study were to evaluate the effects of toxic levels of aluminum 

(Al) on growth and external morphology of the roots of two maize genotypes with 

different tolerance to this element. Genotypes UFVM 100 (sensitive) and UFVM 200 

(moderately tolerant) were subjected to treatment with 0, 25, 50, 100 and 200 µM of 

Al in 0,5 mM CaCl2, pH 4.5, for 12, 24, 36 and 48 hours, and then we determined the 

contents of Al, root elongation (AR) and the external morphology of root tips. 

Chemical analysis, testing hematoxylin and photos taken by scanning electron 

microscopy with energy dispersive X-ray (EDS) showed greater Al accumulation in 

root tips of genotype UFVM 200. Al, however, caused greater reduction in root 

elongation in genotype UFVM 100 at all concentrations and exposure times studied. 

Correlation was observed between the Al content in the tissues of the root tips and 

root elongation in both genotypes. Al accumulation in root tips in both mayze 

genotypes caused damage to root tips that have been verified by disruption of the 

epidermal cells and the consequent change in the external morphology of roots. The 

scanning microanalysis X-ray (EDS) showed Al accumulation concomitant with a 

rise in the concentration of phosphorus in root tips suggesting a precipitation of Al as 

a phosphate salt. The genotype UFVM 200 was more tolerant than the Al genotype 

UFVM 100 and the data suggest that this part may be tolerance results from the 

neutralization of Al, by precipitation with phosphorus in the root apoplast. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A toxidez por alumínio (Al) é um dos principais fatores limitantes para a 

produção agrícola em solos ácidos, com valores de pH abaixo de 5,5. Muitos desses 

solos estão localizados em países em desenvolvimento, com crescente pressão 

populacional, levando à insegurança alimentar nestas regiões (Ligaba et al., 2009). 

Vários fatores podem contribuir para a acidificação do solo como por exemplo, a alta 

utilização de fertilizantes amoniacais e a frequente liberação atmosférica de 

poluentes industriais, associada à lixiviação dos solos com chuva ácida (Rengel e 

Zhang, 2003), bem como as próprias condições naturais do solo. 

 No Brasil, 205 milhões de hectares dos solos apresentam baixa capacidade de 

troca de íons e alta toxidez de Al, estando estes solos concentrados na região do 

cerrado (Fuente-Martinéz e Herrera-Estrella, 1999). Além da toxidez de Al, os solos 

ácidos apresentam outros fatores que podem limitar a produção agrícola, como a 

toxidez por manganês (Mn), ferro (Fe) e deficiência de fósforo (P) (Kochian et al., 

2004).  

O sintoma primário da toxidez do Al em plantas é a inibição do crescimento 

radicular, que se manifesta poucos minutos após a exposição ao elemento (Kochian 

1995; Yamamoto et al., 2003; Tian et al., 2007; Kopittke et al., 2008; Horst et al., 

2010; Arroyave et al., 2011). Apesar de várias pesquisas terem sido desenvolvidas 

nos últimos anos, os mecanismos pelos quais o Al induz a inibição do alongamento 

radicular ainda não são perfeitamente compreendidos, e ainda geram dúvidas se as 

lesões primárias do Al ocorrem no apoplasto ou no simplasma (Horst et al., 2010). 

Numerosos estudos indicam que o ápice radicular é o sítio primário da 

percepção da toxidez ao Al (Ma 2007; Tian et al., 2007; Yang et al., 2007; Horst et 

al., 2010; Motoda et al., 2011) e da posterior expressão da resistência a este metal 

(Wang et al., 2010). O Al interage com as células em múltiplos locais, como na 

parede celular, membrana plasmática e diversas estruturas do simplasma, resultando 

em danos estruturais e/ou funcionais, com alterações nas vias de transdução de sinais 

e na homeostase do íon cálcio (Ma et al., 2004; Ma 2007). 

As paredes celulares são as primeiras regiões das raízes a entrarem em 

contato com o Al e, em função de suas características físico-químicas, elevada fração 

deste íon se liga a elas. Estudos mostram que, aproximadamente 85 a 90 % de todo 

Al acumulado nas raízes está fortemente ligado a grupos carboxílicos presentes na 
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matriz das pectinas das paredes celulares (Rengel e Reid 1997; Chang et al., 1999; 

Eticha et al., 2005; Yang et al., 2007). 

Plantas expostas a níveis tóxicos de Al podem apresentam uma série de 

alterações na arquitetura e morfologia de suas raízes. Geralmente, ocorre redução na 

formação de raízes laterais e de pêlos radiculares, alteração na cor, engrossamento, 

atrofia e curvatura das raízes (Čiamporová, 2002). Adicionalmente a rizoderme e o 

córtex podem apresentar rupturas transversais (Yamamoto et al., 2001; Blamey et al., 

2004; Jones et al., 2006; Kopittke et al., 2008). Segundo Čiamporová (2000), o 

aumento na concentração de Al no meio induz sérios danos à estrutura das células da 

coifa, da epiderme e de camadas corticais mais externas na região meristemática e de 

alongamento de plantas de milho. A localização da formação destas rupturas em 

raízes de ervilha (Yamamoto et al., 2001), milho (Jones et al., 2006) e feijão (Kopite 

et al., 2008) tem sido verificadas nas regiões a partir de 1mm do ápice radicular nas 

células externas do córtex da região de alongamento. Isso ocore por que, as células 

mais externas da raiz acumulam mais Al em suas paredes do que as células 

localizadas mais internamente. Esse fato resulta em rigidez mais acentuada nas 

paredes das células mais externas, reduzindo significativamente a taxa de expansão, 

enquanto, as células mais internas continuam a se expandir, gerando força mecânica 

suficiente para romper as camadas mais externas das células da raiz. 

 Embora a formação e o estudo mais detalhado das rupturas celulares tenham 

sido relatados em plantas de Vigna unguiculata L. sob estresse por metais como Al, 

cobre (Cu) e lantânio (La) Kopite et al. (2008), pouca ênfase tem sido dada as 

pesquisas que utilizam metodologias mais detalhadas, como a microscopia eletrônica 

de varredura, em outras espécies de interesse econômico. 

De forma geral, a intensidade dos danos gerados pelo Al depende do estádio 

de desenvolvimento da planta, da concentração desse metal e do nível de tolerância 

da planta (Ma et al., 2004; Meriga et al., 2004; Tahara et al., 2008). A tolerância das 

plantas ao Al parece ser resultado da operação concomitante ou não de mecanismos 

de exclusão e de desintoxicação interna (Kochian et al., 2004). Estes mecanismos 

possibilitam que as raízes de plantas expostas a níveis tóxicos de Al consigam 

reduzir ou evitar a expressão dos efeitos tóxicos deste elemento, como a inibição do 

alongamento radicular. 
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O objetivo do presente trabalho foi, portanto, avaliar os efeitos de níveis 

tóxicos de Al sobre o crescimento e a morfologia externa das raízes de dois 

cultivares de milho com tolerância diferencial ao Al. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Obtenção do material vegetal e condições de crescimento 

 

Nos experimentos foram utilizados dois genótipos de milho (Zea mays L.) 

com tolerância diferencial ao Al: UFVM 100 e UFVM 200, considerados sensível e 

moderadamente tolerante ao Al, respectivamente, fornecidos pelo Departamento de 

Fitotecnia da Universidade Federal de Viçosa, MG. 

As sementes, selecionadas quanto ao tamanho e forma, foram tratadas com 

ácido sulfúrico concentrado, durante 1 minuto e lavadas em água corrente e água 

desmineralizada. Em seguida, as sementes foram desinfestadas superficialmente com 

hipoclorito de sódio 3% (v/v) por 15 minutos, sendo lavadas, novamente, em água 

corrente e água desmineralizada. As sementes foram colocadas para germinar em 

cartuchos de papel “germiteste”, pH neutro, que foram mergulhados em solução de 

CaCl2 0,5 mM, pH 4,5, sob aeração contínua e mantidos em câmara úmida a 25 °C. 

Quatro dias após a semeadura, as plântulas foram selecionadas, quanto à 

uniformidade de tamanho e forma, e transplantadas para recipientes de polietileno 

contendo solução de CaCl2 0,5 mM, pH 4,5, e submetidas aos tratamentos. O cultivo 

das plantas, tanto na fase preliminar quanto durante a aplicação dos tratamentos, foi 

realizado em sala de crescimento com temperatura controlada (25 ± 1 
o
C), sob 

irradiância de 230 μmol m
-2

 s
-1

 e fotoperíodo de 16 horas. 

 

2.2. Efeito de diferentes tempos de exposição e de concentrações de alumínio 

sobre o alongamento radicular. 

 

Plântulas dos dois genótipos de milho obtidas e selecionadas conforme item 

2.1 foram transferidas, em número de quatro para vasos de polietileno contendo 1,2 

L de solução de CaCl2 0,5 mM, pH 4,5, e submetidas aos tratamentos com AlCl3 nas 

concentrações: 0, 25, 50, 100 e 200 μM. O comprimento da raiz principal foi 

mensurado imediatamente antes e após o tratamento das plântulas  com Al durante 
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12, 24, 36 e 48 horas, utilizando régua milimetrada. O alongamento relativo ao 

controle foi estimado por: 

 

AR (% controle) = (Alongamento Alt / Alongamento Al0) X 100 

 

AR (% controle) = Alongamento radicular em relação ao controle 

Al0 = Alongamento da raiz principal de plântulas controle (sem tratamento com Al) 

Alt = Alongamento da raiz principal de plântulas submetidas ao tratamento com Al 

 

2.3. Determinação dos teores de alumínio em ápices radiculares de plantas 

expostas a diferentes concentrações deste elemento 

 

Os teores de Al foram determinados nos ápices radiculares das plântulas 

tratadas com 0, 25, 50, 100 e 200 µM de Al, por 24 h. Para isso, ápices radiculares de 

aproximadamente 1 cm, pesando cerca de 0,1 g de massa fresca foram incubados em 

solução de HCl 2M, por 48 horas (Wang e Yang, 2005). O teor de Al no extrato foi, 

então, determinado por espectrometria de emissão óptica com plasma indutivamente 

acoplado - ICP-OES, no comprimento de onda 394,401 nm. Os resultados foram 

expressos em nmol g
-1

 de massa fresca.  

 

2.4. Determinação do acúmulo e localização do alumínio em raízes pela técnica 

da hematoxilina 

 

Plântulas dos dois genótipos de milho obtidas e selecionadas conforme item 

2.1 foram transferidas, em número de seis, para vasos de polietileno contendo 1,6 L 

de solução de CaCl2 0,5 mM, pH 4,5, e submetidas aos tratamentos com AlCl3 nas 

concentrações: 0 e 50 μM durante 24 horas. 

Após exposição aos tratamentos, foram selecionadas, aleatoriamente, seis 

plântulas, cujas raízes foram mergulhadas em solução de hematoxilina férrica 0,2% 

(m/v) em KIO3 0,02% (m/v), durante 15 minutos (Polle et al., 1978). Para eliminar o 

excesso de corante, as plântulas foram removidas e transferidas para recipientes 

contendo água desmineralizada, sob aeração, por 15 minutos. Por fim, as raízes 

foram fotografadas em estereomicroscópio (Zeiss Stemi, modelo DV4).  
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2.5. Análise da micromorfologia dos ápices radiculares por microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) e microanálise por energia dispersiva de raios-X  

 

Plântulas dos dois genótipos de milho obtidas e selecionadas conforme item 

2.1 foram transferidas, em número de seis, para vasos de polietileno contendo 1,6 L 

de solução de CaCl2 0,5 mM, pH 4,5, e submetidas aos tratamentos com AlCl3 nas 

concentrações: 0 e 50 μM durante 24 horas.  

Após exposição das plântulas aos tratamentos foram coletados de seis 

plântulas por tratamento, escolhidas aleatoriamente, ápices radiculares, de 

aproximadamente 0,5 cm. O material foi fixado em glutaraldeído 2,5%, desidratado 

em série etílica, seco com CO2 em equipamento de ponto crítico (Baltec, modelo 

CPD 030, Liechtenstein), afixado com fita dupla face em suporte de alumínio e, 

finalmente, coberto com carbono em metalizador. A documentação fotográfica foi 

realizada em microscópio eletrônico de varredura (Leo, modelo 1430VP, Cambridge, 

Inglaterra) operado a 20 kV com sonda de raios-X acoplada. A análise dos elementos 

carbono (C), oxigênio (O), sódio (Na), alumínio (Al), fósforo (P) e enxofre (S) por 

EDS foi realizada na região meristemática localizada logo acima da coifa (1 mm a 

partir do ápice radicular). 

 

2.6. Delineamento experimental e análise estatística 

 

O delineamento experimental utilizado em todos os experimentos foi o de 

blocos casualizados, em esquema fatorial, com três repetições.  No caso da avaliação 

do efeito do Al sobre o alongamento radicular utilizou-se esquema fatorial (2x5x5): 

dois genótipos de milho (UFVM 100 e UFVM 200), cinco níveis de Al (0, 25, 50, 

100 e 200 µM) e cinco períodos de tempo (0, 12, 24, 36 e 48 horas). Na análise do 

teor de Al nos ápices radiculares utilizou-se o fatorial (2x5): dois genótipos de milho 

(UFVM 100 e UFVM 200) e cinco níveis de Al (0, 25, 50, 100 e 200 µM). E para a 

avaliação da localização e acúmulo de Al pela técnica da hematoxilina e do efeito do 

Al sobre a micromorfologia dos ápices radiculares utilizou-se o esquema fatorial 

(2x2): dois genótipos (UFVM 100 e UFVM 200) e dois níveis de Al (0 e 50 µM); Os 

resultados foram submetidos à análise de variância (ANOVA), as médias 

comparadas pelo agrupamento de Skott Knott a 5% de probabilidade, e os fatores 
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quantitativos analisados por regressão. Todas as análises foram realizadas com o 

auxílio do programa Sisvar, desenvolvido por Ferreira (1999). 

 

3. RESULTADOS 

 

3.1. Efeito de diferentes tempos de exposição e concentrações de alumínio sobre 

o alongamento radicular. 

 

As raízes das plantas de ambos os genótipos expostas ao Al apresentaram 

aspecto quebradiço, principalmente na região do ápice radicular (dados não 

mostrados). O Al induziu, também, alterações na morfologia externa das raízes, 

como a curvatura e torção dos ápices radiculares, aumento radial das raízes e a 

inibição do desenvolvimento de pêlos radiculares e das ramificações laterais, 

resultando em redução no volume do sistema radicular (dados não mostrados).  

O Al reduziu o alongamento da raiz principal nos dois genótipos em todas as 

concentrações e tempos de exposição estudados (Fig.1A e 1B). Independentemente 

da concentração de Al e do tempo de exposição a este metal, o genótipo UFVM 200 

sofreu menor redução do alongamento radicular em comparação ao UFVM 100. 

Após 24 horas de exposição das plantas às concentrações de 25, 50, 100 e 200 µM de 

Al, as taxas relativas do alongamento radicular (% do controle) do genótipo UFVM 

200 foram: 85,8; 70,4; 51,2 e 44,8 %, respectivamente. Para o genótipo UFVM 100 

as taxas foram de 73,9; 50,1; 40,8 e 31,4 %, respectivamente. 
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Figura 1 - Efeito do alumínio sobre o alongamento da raiz principal nos genótipos 

de milho UFVM 100 (A) e UFVM 200 (B) tratados com 0, 25, 50, 100 e 200 µM de 

Al, durante  12 (●),24 (×),36 (▲) e  48 (□) horas. 
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3.2. Teores de alumínio em ápices radiculares de plantas expostas a diferentes 

concentrações deste elemento  

 

Após 24 h de exposição ao Al, verificou-se aumento significativo nos teores 

deste elemento nos ápices radiculares de ambos os genótipos de milho (Fig. 2). Os 

genótipos diferiram entre si apenas no tratamento com 50 µM de Al, tendo o 

genótipo UFVM 200 apresentado teor de Al cerca de 19% maior que o verificado 

para o genótipo UFVM 100. Após 24 h as plantas expostas a 200 µM de Al, 

apresentaram teores deste íon cerca de 23 e 21 vezes maiores que o de seus 

respectivos controles, nos genótipos UFVM 100 e 200, respectivamente.  
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Figura 2 - Teores de alumínio nas raízes de dois genótipos de milho, submetidos a 

diferentes concentrações de AlCl3 por 24 horas. UFVM 100 (■) e UFVM 200 (□). 

MF, massa fresca. 
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, entre genótipos para o mesmo tratamento, e pela mesma 

letra minúscula entre tratamentos para o mesmo genótipo, não diferem significativamente pelo 

agrupamento de Skott Knott em nível de 5% de probabilidade. Barras representam o desvio padrão. 

 

A análise de correlação feita para os dados de alongamento radicular (Fig. 1) e 

os teores de Al nos tecidos de ápices radiculares (Fig. 2) expostos as concentrações 

de (0, 25, 50, 100 e 200 µM de Al) por 24 horas apresentaram coeficientes de 

correlação de -0,98 e - 0,97 para os genótipos UFVM 100 e UFVM 200, 

respectivamente.  

 



16 

 

3.3. Determinação do acúmulo e localização do alumínio em raízes pela 

técnica da hematoxilina 

 

As raízes das plantas dos dois genótipos tratadas com 50 µM de Al, após 

serem coradas com hematoxilina apresentaram coloração roxa escura, característica 

da reação deste corante com o Al (Fig. 3). Como esperado, raízes de plantas controle 

não exibiram coloração roxa após tratamento com hematoxilina. Observou-se que o 

ápice radicular (cerca de 2 mm), apresentou reação mais intensa à hematoxilina. O Al 

acumulou-se também nas regiões meristemática e de alongamento acima da coifa. O 

genótipo UFVM 200 apresentou coloração mais intensa do que o genótipo UFVM 

100. 

 

 

Figura 3 - Detecção de Al na raiz principal de milho (genótipos UFVM 100 e 

UFVM 200), após coloração com hematoxilina, após 24 h de exposição a 50 µM de 

Al. (N = 6). 
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3.4. Análise da micromorfologia dos ápices radiculares por microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) e microanálise por energia dispersiva de raios-X 

  

 

Figura 4 - Micromorfologia da raiz principal de plantas dos genótipos UFVM 100 e 

UFVM 200 expostas a Al 50 µM, por 24h. (Setas indicam local de ruptura 

transversal). (N = 6). 

 

A observação dos ápices radiculares em microscopia eletrônica de varredura 

(MEV) mostrou diversos tipos de danos nos dois genótipos de milho, após exposição 

a 50 µM de Al por 24 horas (Fig. 4). Estes danos caracterizaram-se por intensa 

desorganização das células da protoderme comparadas as do tratamento controle. 

Pode-se notar o surgimento de rupturas transversais das células protodérmicas e de 

camadas externas do córtex. Estas rupturas caracterizam-se pelo “rasgamento” das 

células em várias camadas logo acima da coifa (1 mm acima do ápice), nos dois 

genótipos, mas com maior intensidade no genótipo UFVM 100.  
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Os mesmos ápices radiculares da análise anterior, submetidos a uma análise 

por microscopia eletrônica de varredura com energia dispersiva de raios-X (EDS), 

mostram o incremento visual dos elementos carbono (C), alumínio (Al), fósforo (P) e 

enxofre (S) nos dois genótipos de milho após 24 h de exposição a 50 µM de Al 

(Figura 5). 
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Figura 5 – Análise dos ápices radiculares dos genótipos de milho UFVM 100 (A) e 

UFVM 200 (B) após 24 h de exposição a 50 µM de Al em microscopia eletrônica de 

varredura com energia dispersiva de raios-X (EDS). A imagem a esquerda em escala 

cinza, representa a raiz da qual se originaram as demais imagens. 
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Após exposição das plantas ao Al, observou-se incremento significativo nos 

teores dos elementos C, Al, P e S, mas decréscimo no teor de O nos dois genótipos 

(Fig. 6). No caso do Na observou-se aumento no seu teor apenas no genótipo UFVM 

200, após exposição ao Al. Os elementos Al e P apresentaram, respectivamente, 

aumentos de 3 e de 7 vezes para o genótipo UFVM 100 e de 5 e 9 vezes para o 

genótipo UFVM 200 após exposição a 50 µM de Al, comparados ao controle. 
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Figura 6 – Teores relativos dos elementos: carbono (C), oxigênio (O), sódio (Na), 

alumínio (Al), fósforo (P) e enxofre (S) em ápices radiculares dos genótipos UFVM 

100 e UFVM 200, após tratamento com 0 ou 50 µM de Al por 24 h. Valores foram 

obtidos por análise de microscopia eletrônica de varredura com energia dispersiva de 

raios-X (EDS). UFVM 100 Controle (■) e UFVM 100 + Al ( ), UFVM 200 Controle 

(□) e UFVM 200 + Al ( ). Barras representam o desvio padrão. 
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4. DISCUSSÃO  

 

A maioria dos solos destinados à produção agrícola no Brasil apresenta 

problemas de acidez e toxidez por alumínio (Al) (Mazzocatto et al., 2002). Danos 

típicos da toxidez de Al ocorrem principalmente no sistema radicular que é, em geral, 

a parte da planta mais afetada por este íon, sendo que estes danos se manifestam 

poucos minutos após a exposição das plantas ao metal (Kochian, 1995; Vitorello et 

al., 2005; Tahara et al., 2008). Por essa razão, a avaliação do crescimento radicular 

tem sido amplamente utilizada como indicadora de tolerância ao Al, principalmente 

em seleções rápidas de genótipos tolerantes (Piñeros et al., 2005).  

A inibição do alongamento radicular é o principal sinal de toxidez de Al, cuja 

intensidade pode variar com a espécie e com os diferentes tecidos (Motoda et al., 

2010). Em nosso estudo, a inibição foi intensificada pelo incremento nas 

concentrações de Al e pelo tempo de exposição a este elemento. A menor inibição no 

alongamento radicular verificada no genótipo UFVM 200 corroboram os resultados 

obtidos por Dos Anjos (2007) e Fonseca (2011) caracterizando este genótipo como 

mais tolerante a este elemento do que o genótipo UFVM 100. 

A absorção e o acúmulo do Al afetam as plantas em nível celular, fisiológico 

e bioquímico, principalmente na região radicular (Kumar et al., 1995; Wagatsuma et 

al., 1995). O principal alvo da ação tóxica do Al é o ápice da raiz (Wang et al., 2006; 

Hartwig, et al., 2007) especialmente a região meristemática, comprometendo o 

alongamento celular (Chaffai et al., 2005). 

A inibição do alongamento radicular causada por níveis tóxicos de Al se dá, 

provavelmente, por aumento na estabilização da rede de microtúbulos, com 

consequente aumento da rigidez da parede celular (Blancaflor et al., 1998; Sivaguru 

et al., 1999). Segundo Matsumoto (2000) o acúmulo do íon Al nos tecidos 

radiculares correlaciona-se inversamente com a sensibilidade das plantas ao estresse 

por Al. No presente estudo, contudo, esta hipótese não foi comprovada, conforme 

obtido com dois genótipos de arroz (Miftahudin et al., 2007). Os dois genótipos de 

milho não diferiram entre si, exceto quando sob tratamento com 50 µM de Al no qual 

observou-se maior teor de Al nos ápices do genótipo considerado mais tolerante 

(UFVM 200). Na concentração de 15 ppm, o cultivar tolerante (Krowal) absorveu 

mais Al. Na concentração de 30 ppm, o genótipo sensível (IR64) absorveu mais Al e 

em concentrações mais elevadas eles passaram a não diferir estatisticamente entre si. 
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Esta tendência de diminuírem e, até mesmo, serem eliminadas as diferenças 

genotípicas em concentrações mais elevadas de Al foi confirmada neste experimento. 

Os dois genótipos não diferiram entre si quando tratados com Al a concentrações 

acima de 50 µM, indicando que a tolerância do genótipo UFVM 200 se restringia a 

concentrações de Al iguais ou inferiores a 50 µM.  

Para os dois genótipos de milho foram encontradas correlações significativas 

entre as concentrações de Al nas raízes e a redução no alongamento radicular. Vários 

autores têm investigado os efeitos tóxicos do Al em diferentes genótipos de milho. 

Estudos realizados com outros genótipos de milho (Zea mays L.), com tolerância 

diferencial ao Al, têm mostrado quase que invariavelmente maior redução no 

alongamento radicular nos genótipos considerados mais sensíveis (Pintro et al., 1995; 

Boscolo et al., 2003; Piñeros et al., 2005; Giannakoula et al., 2008). O mesmo se tem 

observado em outras gramíneas, como trigo (Kikui et al., 2007; Ye et al., 2011), 

arroz (Justino et al., 2006) e, também, em Urochloa (Arroyave et al., 2011). Desta 

forma, os efeitos tóxicos do Al são caracterizados pelo menor crescimento e 

espesssamento do sistema radicular, resultando em menor volume de solo explorado 

pelas raízes. isso prejudica a absorção de água e nutrientes e, consequentemente o 

desenvolvimento da planta. 

A coloração de ápices radiculares com hematoxilina para a detecção da 

presença de Al tem sido amplamente utilizada na discriminação de genótipos quanto 

à tolerância ao Al (Yamamoto et al., 2001; Miftahudin et al., 2007; Peixoto e tal., 

2007; Zhen et al., 2009; Castilhos et al., 2011). A hematoxilina é um corante 

orgânico, de caráter básico, que ao complexar o Al promove a formação de uma cor 

azul-turquesa ao ápice radicular (Baker, 1962). Como este corante é especifico ao Al, 

tem-se uma boa margem de segurança quanto à presença deste elemento. Os 

resultados do presente trabalho não deixam dúvida quanto ao maior teor de Al nos 

ápices de raízes do genótipo UFVM 200. É interessante salientar que esta observação 

tem respaldo na análise química do metal no ápice radicular após o mesmo tempo e a 

mesma concentração de Al. O genótipo UFVM 200, portanto, deveria ter a maior 

inibição do alongamento radicular, mas não foi isto que aconteceu.  A menor redução 

no alongamento radicular do genótipo UFVM 200, apesar do maior acúmulo de Al, 

pode indicar que o Al, ou grande parte dele,não tenha entrado na célula. É provável 

que o Al tenha se complexado a componentes moleculares da parede celular 
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conforme sugerem Delhaize e Ryan 1995, Chang et al., 1999, Eticha et al., 2005 e 

Yang et al., 2011. 

A inibição radicular causada pelo Al foi acompanhada por alterações 

morfológicas no ápice radicular, caracterizado por rupturas transversais acima da 

coifa em ambos os genótipos de milho. Rupturas externas de raízes expostas a níveis 

tóxicos de Al foram verificadas, também, em feijão (Vigna unguiculata L.) (Kopittke 

et al., 2008), ervilha (Pisum sativum cv. Alaska) (Yamamoto et al., 2001; Motoda et 

al., 2011), e milho (Zea mays) (Budikova et al., 1998; Jones et al., 2006). Estas 

rupturas transversais, geralmente, se desenvolvem nas regiões subapicais pelo 

aumento do diâmetro e “rasgamento” das células exteriores do córtex e da rizoderme 

na região de alongamento (Blancaflor et al., 1998; Blamey et al., 2004; Kopittke et 

al., 2008; Motoda et al., 2010). Segundo estes autores, a redução do alongamento e 

formação das rupturas resultam da ligação do Al aos componentes das paredes 

celulares e do incremento na síntese de lignina, aumentando assim a rigidez e 

reduzindo a elasticidade da parede celular. Adicionalmente, as células protodérmicas 

e corticais do meristema fundamental de raízes de milho sob toxidez de Al, 

apresentam-se mais curtas e mais largas do que em células de raízes controle 

(Čiamporová et al., 2000). 

Segundo Sivaguru e Horst (1998) a zona distal de transição (ZDT) 

caracteriza-se por células que estão mudando de uma fase de atividade mitótica para 

uma fase preparatória para o rápido alongamento. Portanto, nesta região, localizada 

acima de 1 mm do ápice radicular que foram observadas as rupturas, conforme 

descrito por (Yamamoto et al., 2001; Jones et al., 2006; Motoda et al., 2010; 2011). 

Em estudo realizado por Čiamporová et al. (2002), o Al foi detectado na ZDT de 

células epidérmicas após alguns segundos após o tratamento com este metal. Já em 

outros tecidos, houve incremento gradual na absorção de Al após 1 hora de 

exposição. Na epiderme ocorreu o maior acúmulo de Al, seguido pelas células 

externas do córtex, células medianas do córtex, células interiores do córtex e estelo. 

Análise em microscopia eletrônica de varredura com energia dispersiva de 

raios-X (EDS) permitiu a estimativa dos teores de nutrientes localizados nas camadas 

celulares mais externas do tecido. Ficou evidente um incremento significativo no teor 

dos elementos C, Al, P e S nas plantas tratadas com Al comparado ao controle. De 

modo semelhante, Vázquez et al. (1999), utilizando a técnica de EDS com 

microscopia eletrônica de transmissão detectaram Al e P em depósitos eletrodensos 
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localizados nas paredes celulares de raízes de um genótipo de milho tolerante ao Al, 

após tratamento com 25 µM deste elemento por 4 h. Após vinte e quatro horas, 

entretanto, Al e P não foram detectados na região de 0-1,5 mm do ápice radicular. 

Estes autores por outro lado, encontraram quantidades significativas de Al e P em 

depósitos eletrodensos localizados nos vacúolos após 24 h de tratamento com Al. 

Segndo os autores, os resultados obtidos são reflexos da complexação e transporte do 

Al da parede celular para os vacúolos, provavelmente após sua complexação com P 

ou ácidos orgânicos. Consubstancia esta hipótese o trabalho de Macklon e Sim 

(1992) demonstrou a existência de quantidades consideráveis de uma forma 

condensada de fósforo inorgânico (Pi) capaz de complexar o Al nos vacúolos de 

células corticais da raiz de Lolium perenne L. 

A microanálise de varredura com raios-X da superfície de ápices radiculares 

de dois genótipos de brachiaria não indicou a presença de quantidade significativa de 

Al na superfície dos ápices radiculares após 24 h de exposição a 200 µM deste 

elemento (Arroyave et al., 2011). Embora tenham encontrado pequenos depósitos 

brancos de silicato de Al, os autores relatam que eles não fazem parte do mecanismo 

de tolerância desta espécie ao Al. A maior tolerância da Urochloa decumbens em 

relação à U. brizantha foi atribuída por Arroyave et al. (2011) a um eficiente 

mecanismo de exclusão envolvendo a síntese do ácido clorogênico.  

Plantas submetidas a níveis tóxicos de Al manifestam, quase sempre, 

sintomas de deficiência de P, indicativo de ocorrência de alguma interação entre 

estes dois elementos, especialmente na superfície e no interior das raízes (Gaume et 

al., 2001). Na parede celular, a interação entre Al e P pode resultar na formação de 

complexos e, principalmente, de compostos pouco solúveis como o Al4(PO4)3, 

reduzindo a absorção do P (Zheng et al., 2005). O aumento na concentração de P na 

solução nutritiva resultou em aumento nos teores de P e de Al nas raízes e redução 

do efeito do Al sobre o crescimento de cultivares de milho (Gaume et al., 2001). 

Resultados como estes têm levado alguns autores a postularem um possível papel do 

P na tolerância ao Al em trigo (Pellet et al., 1996; Zheng et al., 2005) e milho 

(Gaume et al., 2001). Corroborando com estes autores, a análise em EDS no presente 

trabalho verificou que houve aumento do P e do Al à medida que aumentou-se o teor 

de Al na solução (Fig. 6). 

O maior alongamento radicular do genótipo UFVM 200, para toda a faixa de 

concentração de Al estudada, demonstra a maior tolerância deste genótipo ao Al em 
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relação ao genótipo UFVM 100. O genótipo UFVM 200, contudo, apresentou maior 

teor de Al com base na análise química, na coloração com hematoxilina e nas 

análises com ICP-OES e EDS. Apesar disto, a análise micromorfológica externa das 

raízes mostram menores danos ao ápice das raízes do genótipo UFVM 200. Os 

resultados, portanto, indicam que uma fração substancial do Al no genótipo UFVM 

200 pode estar na forma de precipitado no apoplasto, possivelmente na forma de 

fosfato, conforme sugerem vários autores (Taylor, 1991; Pellet et al., 1996; Zheng et 

al., 2005) e, ou acumulado em vacúolos das células radiculares numa forma inócua 

ao metabolismo celular, complexado com fosfato, silício (Vázquez et al., 1999) ou 

ligantes orgânicos como oxalato (Kochiam, 1995). Zheng et al. (2005) encontraram 

maiores concentrações de Al e P nas raízes do genótipo tolerante de milho. Formas 

precipitadas de Al com P podem se acumular na superfície radicular, nas paredes 

celulares de células radiculares (Taylor, 1991) e são geralmente consideradas não 

tóxicas para as plantas. 

 

5. CONCLUSÕES  

 

Os dois genótipos de milho submetidos a níveis tóxicos de Al sofreram 

reduções no alongamento radicular com maior intensidade no genótipo UFVM 100, 

considerado mais sensível a este elemento. Verificou-se por análise química, teste de 

hematoxilina e microscopia eletrônica de varredura com energia dispersiva de raios-

X (EDS) que houve acúmulo de Al nos ápices radiculares. O acúmulo de Al nos 

ápices radiculares causou alterações morfológicas na região meristemática nos dois 

genótipos, especialmente no UFVM 100. O acúmulo de Al foi acompanhado por 

elevação nos teores de P na região externa proveniente de remobilização do 

metabolismo celular, indicando uma possível precipitação de fosfato de Al no 

apoplasto dos ápices radiculares. 
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CAPÍTULO II 

 

 

PAPEL DO ÓXIDO NÍTRICO NAS RESPOSTAS AO ESTRESSE 

OXIDATIVO INDUZIDO POR ALUMÍNIO EM RAÍZES DE MILHO  

 

RESUMO 

 

Os objetivos do presente trabalho foram avaliar a influência do NO sobre os efeitos 

tóxicos do Al no alongamento radicular, na atividade de enzimas da biossíntese de 

NO, sobre a intensidade do estresse oxidativo e sobre o funcionamento dos 

mecanismos antioxidativos enzimáticos e não enzimáticos em plantas de milho sob 

níveis tóxicos de Al. Nos experimentos foram utilizados os genótipos de milho 

UFVM 100 (sensível) e UFVM 200 (tolerante), submetidos aos tratamentos com 0 e 

50 µM de Al e 0, 25, 50 e 100 μM de SNP em solução de CaCl2 0,5 mM, pH 4,5, 

durante 24 horas. Foram avaliados os efeitos dos inibidores da sintase do óxido 

nítrico (NOS) e da redutase do nitrato (RN) e do sequestrador de NO (PTIO) sobre a 

inibição do alongamento radicular, as atividades da NOS e RN e os teores de NO, em 

plantas tratadas com Al. Num segundo experimento foram avaliados os efeitos do Al 

e do NO sobre os teores de intermediários reativos de oxigênio (ROIs), ascorbato 

(AA), desidroascorbato (DHA), malondialdeído (MDA) e sobre a atividade das 

enzimas dismutase do superóxido (SOD), peroxidase do ascorbato (APX), catalase 

(CAT), peroxidase (POX), peroxidase da glutationa (GPX), redutase da glutationa (GR), 

lipoxigenase (LOX), redutase do monodesidroascorbato (MDHAR) e redutase do 

desidroascorbato (DHAR). A exposição de plantas de milho ao Al resultou em intensa 

absorção e acúmulo de Al nas raízes das plantas dos genótipos de milho estudados. O 

aumento dos teores de Al nos ápices radiculares induziu a produção de superóxidos, 

peróxidos de hidrogênio e radical hidroxila resultando em estresse oxidativo, 

caracterizado por aumento na peroxidação de lipídios e na atividade da LOX. 

Paralelamente, observou-se aumento na atividade de algumas enzimas antioxidativas 

(SOD, CAT, POX, GR e GPX) indicativo de uma participação ativa destas enzimas 

no processo de eliminação do excesso de ROIs induzidos pela toxidez de Al. A 

aplicação exógena de NO (SNP) restabeleceu a homeostase celular deste radical 

nitrogenado atenuando o efeito inibitório do Al sobre o alongamento radicular. O 
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efeito protetor da aplicação de SNP parece ser resultado de uma reação direta do NO 

com os ROIs e pela elevação da atividade de algumas enzimas antioxidativas, 

envolvidas não apenas na eliminação dos ROIs produzidos, mas também controlando 

os níveis celulares de importantes metabólitos antioxidativos do ciclo do ascorbato. 

O genótipo UFVM 200 exibiu melhores respostas bioquímicas ao estresse causado 

por Al, principalmente na presença de NO que, em conjunto, demonstram ter ele 

maior tolerância ao Al do que o UFVM 100. 
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ROLE OF NITRIC OXIDE IN RESPONSE TO OXIDATIVE STRESS-

INDUCED ALUMINUM IN ROOTS OF MAIZE 

 

ABSTRACT 

 

The objectives of this study were to evaluate the influence of NO on the toxic effects 

of Al on root elongation, the activity of enzymes in the biosynthesis of NO, on the 

intensity of oxidative stress and the functioning of the mechanisms enzymatic and 

non-enzymatic antioxidant in plants mayze under toxic levels of Al. In the 

experiments were used mayze genotypes UFVM 100 (sensitive) and UFVM 200 

(moderately tolerant), subjected to treatments with 0 and 50 µM of Al and 0, 25, 50 

and 100 µM of SNP in CaCl2 0,5 mM, pH 4,5, for 24 hours. Evalueted the effects of 

inhibitors of the nitric oxide synthase (NOS) and nitrate reductase (NR) and of the 

NO sequestering PTIO on the inhibition of root elongation and on the NO contentas 

well as the activity of NOS and RN in Al treated plants. In a second experiment, the 

effects of Al and NO on the contents of ROIs, ascorbate (AA), desidroascorbate 

(DHA), malondialdehyde (MDA) and on the activities of the enzymes superoxide 

dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX), catalase (CAT), peroxidase (POX), 

glutathione peroxidase (GPX), glutathione reductase (GR), lipoxygenase (LOX), 

monodydroascorbate reductase (MDHAR) and dehydraoascorbate reductase 

(DHAR) were evaluated. Exposure of maize plants to Al resulted in intense 

absorption and Al accumulation in roots of maize genotypes studied. The increased 

levels of Al in the root tips induced production of superoxide, hydrogen peroxide and 

hydroxyl radical resulting in oxidative stress, characterized by lipid peroxidation and 

increased activity of LOXs. Parallel to this, there was an increase in the activity of 

some antioxidant enzymes (SOD, CAT, POX, GR and GPX) indicative of an active 

participation of these enzymes in the process of eliminating the excess of ROIs 

produced during Al stress. The exogenous application of NO (SNP) re-established 

the cellular homeostasis of NO attenuating the inhibitory effect of Al on root 

elongation. The protective effect of the application of SNP may be the result of a 

direct reaction of NO with ROIs as well as by increasing the activity of some 

antioxidative enzymes, involved not only in the eliminationf the produced ROIs, but 

also controlling the cell levels of essential antioxidative metabolites  of the ascorbate 

cycle. The genotype UFVM 200 showed better biochemical responses to stress 
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caused by Al, especially in the presence of NO which, together, demonstrate its 

higher tolerance to Al than UFVM 100. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O alumínio (Al) é o 3º elemento mais abundante na litosfera, após o oxigênio 

e o silício, participando com 8% na composição da crosta terrestre (Rossiello e Netto, 

2006). Tendo em vista que cerca de 30% de toda área terrestre do mundo consiste de 

solos ácidos e que 50% das terras aráveis do mundo são potencialmente ácidas, a 

toxidez de Al representa uma das mais importantes limitações para a produção 

agrícola mundial (Piñeros et al., 2005). 

A maior parte do Al nos solos existe nas formas de alumino-silicatos e, ou 

óxidos que em pH ≤ 4,5 se solubilizam atingindo concentrações tóxicas na solução 

do solo (Ma e Furukawa, 2003). As formas solúveis do Al, uma vez absorvidas pelas 

plantas, interferem em vários processos celulares, resultando em inibição do 

crescimento das plantas e redução da produção agrícola (Piñeros et al., 2005). 

No Brasil, os solos que apresentam problema de toxidez são, em geral, 

aqueles cobertos por vegetação de cerrado e compreendem cerca de 205 milhões de 

hectares. Os solos destas áreas são ácidos (pH médio 4,6) e apresentam elevada 

concentração de Al e de Mn e deficiências de Ca, Mg e P, o que resulta em queda da 

produtividade das culturas (Lopes, 1984).  

Os primeiros efeitos da toxidez de Al podem ser observados poucos minutos 

após a indução do estresse, seguindo de efeitos secundários que se manifestam várias 

horas ou dias depois (Doncheva et al., 2005). Como as raízes são o primeiro órgão da 

planta a entrar em contato com o Al no solo, os sintomas de toxidez se expressam aí 

de forma mais acentuada, produzindo raízes curtas, grossas e quebradiças, com 

poucas ramificações finas e com baixa eficiência na absorção de água e nutrientes do 

solo, como P (Pereira et al., 2008), K, Ca e Mg, causando efeitos negativos para o 

crescimento e produtividade de plantas sensíveis a este elemento.  

Nas raízes, o Al liga-se aos resíduos de pectinas ou proteínas na parede 

celular, diminuindo sua extensibilidade e condutividade hidráulica (Delhaize e Ryan 

1995), substitui o Ca na parede celular (Jones et al., 2006) e promove a síntese de 

lignina (Xue et al., 2008), causando enrijecimento da mesma. Na membrana 

plasmática, o Al liga-se fortemente aos grupos carboxílicos e fosfatos, reduzindo sua 

fluidez e afetando as atividades de enzimas e, ou de sistemas de transporte de íons, 

que operam em nível de membrana (Echart e Cavalli-Molina, 2001; Barceló e 

Poschenrieder, 2002). O Al inibe a atividade da H
+
-ATPase, impedindo a formação e 
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manutenção do gradiente de prótons e, assim, provocando a rápida despolarização da 

membrana plasmática (Ahn et al., 2004; Kochian et al., 2005). Estes efeitos causam 

interferência sobre a absorção de íons, quer seja pelas injúrias causadas à integridade 

estrutural e à permeabilidade da membrana plasmática, quer pela interferência direta 

sobre os sistemas de transporte iônicos (Kochian et al., 2005), e gradiente de prótons. 

Após penetrar no simplasma, o Al reage com as macromoléculas fundamentais e 

estruturas celulares desencadeando uma série de reações que podem resultar em 

disfunção mitocondrial resultando em morte programada das células (Panda e 

Matsumoto, 2007). 

Espécies e cultivares de plantas apresentam grande variação no grau de 

tolerância ao excesso de Al (Echart e Cavalli-Molina, 2001). Os mecanismos de 

tolerância ao Al resumem-se, basicamente, a duas classes: os que agem no sentido de 

expulsar o Al depois de absorvido ou impedem/reduzem sua absorção pela raiz e os 

mecanismos de desintoxicação interna, que agem geralmente pela complexação do 

Al, seguido de transferência e armazenamento em vacúolos (Hartwing et al., 2007). 

Dentre os mecanismos que promovem a exclusão do Al do ápice das raízes ou que 

impedem sua absorção os mais importantes são: imobilização do Al nas paredes 

celulares, permeabilidade seletiva do Al na membrana plasmática, elevação do pH na 

rizosfera ou no apoplasto radicular (Echart e Cavalli-Molina, 2001), exsudação de 

ácidos orgânicos pelas raízes, como citrato, malato e oxalato e exsudação de 

compostos fenólicos (Hartwing et al., 2007). A tolerância ou desintoxicação interna 

do Al pode ser obtida pela sua complexação no simplasto por diferentes compostos 

orgânicos (Hartwing et al., 2007) e, ou compartimentalização do Al ou seus 

complexos em vacúolos (Echart e Cavalli-Molina, 2001). 

 

1.1. Alumínio e o estresse oxidativo 

 

A exposição das plantas a níveis tóxicos de Al induz a produção de 

intermediários reativos de oxigênio (ROIs), desencadeando o estresse oxidativo 

(Boscolo et al., 2003; Meriga et al., 2004; Sharma e Dubey, 2007). Estes ROIs são 

formas reduzidas do oxigênio molecular, extremamente reativas e que podem causar 

danos oxidativos a diversos componentes celulares (Mittler, 2002). Eles incluem o 

ânion superóxido (
•
O2

-

), peróxido de hidrogênio (H2O2), radical hidroxila (
•
HO) e 

oxigênio “singleto” (
1
O2). Os ROIs são considerados “subprodutos inevitáveis” do 
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metabolismo aeróbico, sendo continuamente produzidos e removidos das células por 

mecanismos antioxidativos enzimáticos ou não enzimáticos (Mittler, 2002). Eles se 

formam pela excitação do O2 formando oxigênio singleto (
1
O2) ou pela transferência 

de um, dois ou três elétrons, formando radical superóxido (
•
O2

-
), peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila (
•
HO), respectivamente (Mittler, 2002). Os 

principais locais de produção de ROIs em plantas são os cloroplastos, mitocôndrias e 

peroxissomos (Del Río et al., 2006). Enzimas, como as oxidases do NADPH na 

membrana plasmática, oxidases de aminas no apoplasto (Mittler, 2002), peroxidases 

e oxidases do NADH da parede celular (Mittler, 2002; Xue et al., 2008) , também, 

contribuem para a produção de ROIs em plantas.  

Sob condições normais de crescimento, a produção de ROIs pelas células é 

baixa e a planta consegue manter a homeostase celular. Estresses bióticos e abióticos 

parecem ser capazes de romper a homeostase celular elevando a produção dos ROIs 

(Mittler, 2002).  Incremento na produção de 
•
O2

-
 e H2O2 em células vegetais é 

considerado um dos primeiros sintomas da exposição ao Al, quase sempre 

acompanhado por peroxidação de lipídeos constituintes de membranas celulares 

(Yamamoto et al., 2002). Outros trabalhos também têm confirmado que o estresse de 

Al realmente induz a produção de ROIs, além de ativar enzimas antioxidativas em 

células vegetais (Boscolo et al., 2003; Guo et al., 2004; Jones et al., 2006; Shamsi et 

al., 2008; Wang et al., 2010).  

A peroxidação de ácidos graxos insaturados de membranas em plantas 

expostas ao Al também pode ser resultado do incremento da atividade ou da síntese 

“de novo” da enzima lipoxigenase (LOX) (Wang e Yang 2005; Xue et al., 2008). As 

lipoxigenases são enzimas que catalisam a peroxidação de ácidos graxos insaturados 

de biomembranas (ácido linoléico e linolênico) (Xue et al., 2008), produzindo uma 

variedade de metabólitos intermediários como hidroperóxidos (LOOH) e radicais 

livres (Gardner 1991; Brash, 1999). Os LOOH, produtos primários da peroxidação 

lipídica, podem migrar para outros sítios e sofrer decomposição catalisada por metais 

gerando radicais alcoxila (LO
.
) e peroxila (LOO

.
) e uma série de produtos 

secundários (aldeídos, cetonas, epóxidos, entre outros) capazes de danificar 

biomoléculas como proteínas e DNA (Miyamoto, 2005). 

As plantas, em maior ou menor grau, estão adaptadas a conviverem com 

certos níveis de ROIs. Quando, porém, os ROIs se acumulam nos tecidos, estes 

podem levar à morte celular (Resende et al., 2003). Em função disso, as plantas 
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desenvolveram estratégias que mantém constantes os níveis de ROIs no interior das 

células (Apel e Hirt, 2004), utilizando para isso mecanismos de defesa enzimáticos 

e/ou não enzimáticos (Scandalios, 1993). Dentre as enzimas que participam dos 

sistemas de defesa das plantas destacam-se: catalase (CAT), superóxido dismutase 

(SOD), peroxidase (POX), peroxidase do ascorbato (APX), peroxidase da glutationa 

(GPX) e redutase da glutationa (GR). Dentre os metabólitos que podem ser 

importantes nos sistemas de defesa não enzimáticos destacam-se: ascorbato (AA), 

monodesidroascorbato (MDHA), glutationa reduzida (GSH), α-tocoferol e 

carotenóides (Mittler, 2002). 

 

1.2. Óxido nítrico e seu metabolismo em células vegetais 

 

O óxido nítrico (
•
NO) é um radical livre gasoso com meia-vida relativamente 

longa, permanecendo em sistemas biológicos por 3-5 s (Tuteja et al., 2004). 

Apresenta alta difusibilidade (4,8 x 10
-5

 cm
2
 s

-1 
em H2O) e pode se movimentar 

facilmente, não apenas em regiões hidrofílicas na célula, mas também se difundir 

livremente através da bicamada lipídica das membranas (Arasimowicz e Floryszak-

Wieczorek, 2007).  

Quimicamente o NO pode existir sob três formas: radical óxido nítrico (
•
NO), 

cátion nitrosonium (NO
+
) e ânion nitroxil (NO

-
) (Neill et al., 2003). Em sistemas 

biológicos, o NO reage rapidamente com o oxigênio molecular (O2), ânion 

superóxido (
•
O2

-
) e metais de transição. A reação do NO com O2, resulta na geração 

de compostos NOx (incluindo 
•
NO2, N2O3 e N2O4), que podem reagir com aminas 

celulares e grupos tióis de proteínas ou, simplesmente, sofrer hidrólise formando 

metabólitos como nitrito (NO2
-
) e nitrato (NO3

-
) (Wendehenne et al., 2001). O NO, 

também, pode reagir com radical hidroxila formando ácido nitroso, de acordo com a 

reação: NO + HO
•
 → HNO2 (Yao et al., 2004), ou com H2O2 formando peroxinitrito 

(NO
+
 + H2O2 → OONO

-
 + 2H

+
) (Neill et al., 2003). A reação entre NO e 

•
O2

-
 (NO + 

•
O2

- 
 → OONO

- 
). Entretanto, pode ser considerada tanto prejudicial ao metabolismo 

celular como mecanismo de desintoxicação de intermediários reativos de oxigênio 

(ROIs) (Yao et al., 2004). A reação do O2
.- 

com o NO é cinco vezes mais rápida do 

que a decomposição do 
•
O2

- 
pela enzima superóxido dismutase (SOD) (Yao et al., 

2004). O peróxido nitrito não é reativo em solução alcalina e lentamente pode ser 

dismutado para NO2
-
 e O2. O peróxinitrito pode formar ácido pernitroso (HOONO) 
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que pode oxidar vários substratos biológicos ou, segundo Wendehenne et al. (2001), 

pode ser decomposto em radical hidroxila (
•
HO), altamente reativo. 

O NO, em plantas, tem ação antioxidante, regulando o nível e a toxidez dos 

ROIs que são gerados por diversos tipos de estresses (Delledone et al., 1998; Durner 

et al., 1998; Sang et al., 2008). Adicionalmente, o NO pode atuar como molécula 

sinalizadora na cascata de eventos que induz a expressão dos genes envolvidos com a 

biossíntese de fenilpropanóides e ácido salicílico, como aqueles que codificam as 

enzimas fenilanina amônia liase (PAL) e chalcona sintase (CHS) (Durner et al., 

1998; Delledonne et al., 1998; Mackerness et al., 2001). Genes relacionados à 

patogênese, como PR-1 em tabaco e os níveis de transcritos de ferritina, 

correspondem a outros alvos da sinalização ativada pelo NO (Durner et al., 1998; 

Murgia et al., 2002).  Estes eventos envolvem a ativação de vias dependentes de 

cGMP/Ca
2+

 e interações com ROIs (Durner et al., 1998). Cada agente de estresse 

desencadeia na célula uma cascata de sinalização levando ao acionamento de 

respostas específicas de defesa. O reconhecimento do estímulo do estresse pelos 

receptores na membrana celular resulta na formação de moléculas de sinalização, que 

por sua vez, levam a uma mudança na concentração ou a modulação dos chamados 

segundo mensageiros e, como consequência, o desencadeamento de resposta de 

defesa (Arazimowicz e Floryszak-Wieczorek, 2007). 

O NO em plantas pode ser sintetizado a partir de arginina pela ação da 

enzima sintase do óxido nítrico (NOS) ou a partir de nitrito pela ação da enzima 

redutase do nitrato (RN) ou por fontes não enzimáticas (Neill et al., 2003). A 

atividade da NOS, dependente de arginina, pode ocorrer nos peroxissomos (Corpas et 

al., 2004), cloroplastos (Foissner et al., 2000; Gould et al., 2003) e mitocôndrias 

(Guo e Crawford, 2005). A NOS converte L-arginina para L-citrulina, em uma 

reação dependente de NADPH, e oxigênio molecular liberando uma molécula de NO 

por cada molécula de L-arginina. A atividade da NOS em plantas pode ser inibida 

por inibidores da NOS animal, os quais atuam como análogos, tais como L-N
G
-

monometil arginina (L-NAME) e L-Nitro amino arginina metil ester (L-NMMA) 

(Guo e Crawford, 2005).  

A RN, é enzima chave na assimilação de nitrato em plantas, catalisa a 

conversão de nitrato a nitrito, utilizando NADPH como fonte de elétrons. Esta 

enzima, porém, pode produzir NO a partir da redução do nitrito usando novamente o 

NADPH como doador de elétrons (Neill et al., 2003). A terceira possibilidade seria a 
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biossíntese do NO a partir de fontes não enzimáticas (Bethke et al., 2004). Segundo 

estes autores, o nitrito é protonado produzindo ácido nitroso (HNO2) por meio de 

uma reação reversível favorecida por baixos valores de pH. Segundo Durner et al. 

(1998) o NO pode, também, ser produzido não enzimaticamente pela conversão de 

nitrito pelos carotenóides.  

Moléculas biologicamente ativas como o NO são rapidamente removidas ou 

metabolizadas depois de ocorrido o evento de sinalização. Essa metabolização ocorre 

por meio de sua reação com oxigênio, formando nitrito e nitrato (Gladwin et al., 

2005) ou com metais de transição, ferro-heme e centros Fe-S de proteínas, alterando 

suas estruturas e funções. A forma catiônica (NO
+
) promove o ataque eletrofílico ao 

enxofre, oxigênio, nitrogênio e centros de carbono aromático, num processo químico 

denominado nitrosação. Dentre estas reações, destaca-se aquela em que o NO reage 

reversivelmente com a glutationa (GSH) formando glutationa S-nitrosilada (GSNO) 

(Neill et al., 2008).  

 

1.3. Óxido nítrico e tolerância das plantas a estresses bióticos e abióticos 

 

O NO participa de complexa rede de sinalização celular que induz o 

fechamento estomático em resposta ao fitohormônio ácido abscísico (ABA), sob 

condições de déficit hídrico (Desikan et al., 2004; Bright et al., 2006; Ribeiro et al., 

2009), e da regulação de múltiplas respostas a vários outros estresses abióticos, tais 

como, salinidade (Zhang et al., 2006; Zhao et al., 2007), temperatura, intensidade 

luminosa, danos mecânicos (Corpas et al., 2008), radiação UV-B (Mackerness et al., 

2001; He et al., 2007) e hipóxia (Igamberdiev e Hill, 2004). Além disso, também 

existem evidências da atuação do NO como molécula de transdução do sinal em vias 

que levam à indução da resposta de defesa contra ataque de patógenos e em morte 

celular programada (Durner et al., 1998; Delledonne et al., 1998; Hong et al., 2008). 

Em função disso, admite-se que o NO seja importante segundo mensageiro em 

plantas (Beligni et al., 2002). 

O NO aumenta a tolerância de várias espécies vegetais a diversos tipos de 

estresses abióticos, como o estresse hídrico (Tian e Lei, 2006), salino (Shi et al., 

2007), metais pesados (Singh et al., 2008) e estresse por Al (Wang e Yang, 2005; 

Tian et al., 2007; Wang et al., 2010).  
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O preciso mecanismo pelo qual o NO induz respostas de tolerância das 

plantas aos efeitos tóxicos do Al não é perfeitamente conhecido (Xue et al., 2008). 

Há indicações de que o NO reduz a toxicidade do Al impedindo o estresse oxidativo 

causado por este metal (Wang e Yang, 2005). Aparentemente, o NO eleva os níveis 

de ascorbato e ativa enzimas do sistema antioxidativo das células (Zhang et al., 

2008). O efeito benéfico do tratamento com nitroprussiato de sódio (SNP), doador de 

NO
+
, sobre a inibição do alongamento celular causada por Al, é atribuído ao 

incremento nos teores de NO nos tecidos que são reduzidos em condições de estresse 

por Al (Tian et al., 2007). Nesse caso, a manutenção da homeostase celular da 

concentração de NO em ápices radiculares é essencial para o alongamento das raízes. 

O efeito protetor da aplicação exógena de SNP, tem sido atribuído, também, à 

eliminação de radicais superóxidos (
•
O2

-
) e/ou à elevação da atividade de enzimas 

antioxidativas, especialmente da dismutase do superóxido (SOD) (Kopyra e Gwóźd, 

2003; Zhao et al., 2008; Wang et al., 2010), catalase (CAT) e peroxidase do 

ascorbato (APX) (Zhao et al., 2008; Wang et al., 2010), peroxidase total (POX) 

(Wang et al., 2010). Há ainda a possibilidade de estar ocorrendo redução do nível de 

transcrição e da atividade da enzima lipoxigenase (LOX) (Xue et al., 2008; Zhao et 

al., 2008). O NO pode, também, interferir na atividade de peroxidases da parede 

celular e na síntese de lignina na presença de Al, conforme verificado por Xue et al. 

(2008).  

O mecanismo da ação protetora do NO sobre a toxidez de Al, entretanto, não 

foi ainda perfeitamente esclarecido em nenhuma espécie vegetal de valor econômico, 

especialmente em certos cultivares de milho desenvolvidos para cultivo regional, 

como os que foram utilizados na presente pesquisa. Além disso, a provável 

participação das principais fontes produtoras de NO (NOS e RN) já encontradas em 

plantas ainda não foram completamente avaliadas em plantas de milho em condições 

de estresse por Al. Para tal, nossa abordagem experimental envolveu condições de 

depleção e suplementação de NO. Além disso, o uso de inibidores das enzimas 

produtoras de NO possibilitou acessar a participação de cada uma destas fontes na 

geração deste composto e a influência das mesmas no alongamento radicular em 

condição de estresse por este metal em plantas de milho com tolerância diferencial ao 

Al. 

Portanto, os objetivos do presente trabalho foram avaliar a influência do NO 

sobre os efeitos tóxicos do Al no alongamento radicular, na atividade de enzimas da 
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biossíntese de NO, na intensidade do estresse oxidativo e sobre o funcionamento dos 

mecanismos antioxidativos enzimáticos e não enzimático em plantas de milho sob 

níveis tóxicos de Al. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Obtenção do material vegetal e condições de crescimento  

 

Nos experimentos foram utilizados dois genótipos de milho (Zea mays L.) 

com tolerância diferencial ao Al: UFVM 100 e UFVM 200, considerados sensível e 

moderadamente tolerante ao Al, respectivamente, fornecidos pelo Departamento de 

Fitotecnia da Universidade Federal de Viçosa, MG. 

As sementes, selecionadas quanto ao tamanho e forma, foram tratadas com 

ácido sulfúrico concentrado, durante 1 minuto e lavadas em água corrente e água 

desmineralizada. Em seguida, as sementes foram desinfestadas superficialmente com 

hipoclorito de sódio 3% (v/v) por 15 minutos, sendo lavadas, novamente, em água 

corrente e água desmineralizada. As sementes foram colocadas para germinar em 

cartuchos de papel “germiteste”, pH neutro, que foram mergulhados em solução de 

CaCl2 0,5 mM, pH 4,5, sob aeração contínua e mantidos em câmara úmida a 25 °C. 

Quatro dias após a semeadura, as plântulas foram selecionadas, quanto à 

uniformidade de tamanho e forma, e transplantadas para recipientes de polietileno 

contendo solução de CaCl2 0,5 mM, pH 4,5, e submetidas aos tratamentos. O cultivo 

das plantas, tanto na fase preliminar quanto durante a aplicação dos tratamentos, foi 

realizado em sala de crescimento com temperatura controlada (25 ± 1 
o
C), sob 

irradiância de 230 μmol m
-2

 s
-1

 e fotoperíodo de 16 horas. 

 

2.2. Experimento 1: Avaliação do efeito de nitroprussiato de sódio sobre o  

alongamento radicular. 

 

Neste experimento, plântulas dos dois genótipos de milho, obtidas e 

selecionadas conforme item 3.1, foram transferidas em número de quatro, para vasos 

de polietileno contendo 1,2 L de solução de CaCl2 0,5 mM, pH 4,5, e submetidas às 

seguintes concentrações 0, 25, 50 e 100 μM de nitroprussiato de sódio (SNP), 

durante 24 horas. O comprimento da raiz principal das plântulas foi mensurado 
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imediatamente antes da aplicação dos tratamentos e após 24 horas, utilizando régua 

milimetrada. O alongamento radicular foi estimado pela diferença entre o 

comprimento da raiz principal antes e depois da aplicação do tratamento. Os 

resultados foram expressos em relação ao controle utilizando a equação: 

 

AR relativo = (AlongamentoAlt / Alongamento Al0) X 100 

 

AR (% controle) = Alongamento radicular em relação ao controle 

Al0 = Alongamento da raiz principal de plântulas controle (sem tratamento com Al) 

Alt = Alongamento da raiz principal de plântulas submetidas ao tratamento com Al 

  

2.3. Experimento 2: Avaliação do efeito do nitroprussiato de sódio sobre os 

teores de alumínio em ápices radiculares 

 

Plântulas dos dois genótipos de milho, obtidas e selecionadas conforme item 

2.1, foram transferidas em número de doze, para vasos de polietileno contendo 1,6 L 

de solução de CaCl2 0,5 mM, pH 4,5, e submetidas aos tratamentos com Al nas 

concentrações de 0 e 50 μM, aplicado na forma de AlCl3, combinadas com  SNP nas 

concentrações de 0 e 25 μM , durante 24 horas. 

Terminado o experimento, segmentos de ápices radiculares de 

aproximadamente 1 cm, pesando cerca de 0,1 g de massa fresca foram removidos e  

incubados em solução de HCl 2 M por 48 horas (Wang e Yang, 2005), sob agitação 

ocasional. O teor de Al no extrato foi determinado por espectrometria de Emissão 

Atômica por Plasma Acoplado Indutivamente - ICP-OES, no comprimento de onda 

394,401 nm. Os resultados foram expressos em nmol g
-1

 de massa fresca.  

 

2.4 Experimento 3: Avaliação da influência do inibidor da sintase do óxido 

nítrico (NOS) sobre a inibição do alongamento radicular causado por alumínio 

 

Plântulas dos dois genótipos de milho, obtidas e selecionadas conforme item 

2.1, foram transferidas em número de quatro, para vasos de polietileno contendo 1,2 

L de solução de CaCl2 0,5 mM, pH 4,5, e submetidas por 24 horas aos seguintes 

tratamentos: 
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1 - Controle (CaCl2 0,5 mM, pH 4,5) 

2 - Controle + AlCl3 50 µM 

3 - Controle + SNP 25 µM 

4 - Controle + N
w
-nitro-L-arginina (L-NNA) 100 μM 

5 - Controle + SNP 25 μM + L-NNA 100 μM 

6 - Controle + AlCl3 50 μM + L-NNA 100 μM 

7 - Controle + AlCl3 50 μM + SNP 25 μM + L-NNA 25 μM 

O alongamento radicular foi avaliado conforme descrito no ítem 3.2. 

 

2.5. Experimento 4: Avaliação da influência do inibidor da redutase do 

nitrato (RN) sobre a inibição do alongamento radicular induzida por alumínio 

 

Plântulas dos dois genótipos de milho, obtidas e selecionadas conforme item 

2.1, foram transferidas em número de quatro, para vasos de polietileno contendo 1,2 

L de solução de CaCl2 0,5 mM, pH 4,5, e submetidas aos seguintes tratamentos 

durante 24 horas:  

1 - Controle (CaCl2 0,5 mM, pH 4,5) 

2 - Controle + AlCl3 50 μM 

3 - Controle + SNP 25 μM 

4 - Controle + tungstato 100 μM 

5 - Controle + SNP 25 μM +  tungstato 100 μM 

6 - Controle + AlCl3 50 μM + tungstato 100 μM 

7 - Controle + AlCl3 50 μM + SNP 50 μM + tungstato 100 μM 

O alongamento radicular foi avaliado conforme descrito no ítem 2.2. 

 

2.6. Experimento 5: Avaliação do efeito do óxido nítrico (NO) sobre a 

inibição do alongamento radicular induzida por alumínio 

 

Plântulas dos dois genótipos de milho, obtidas e selecionadas conforme item 

3.1, foram transferidas em número de três, para vasos de polietileno contendo 0,1 L 

de solução de CaCl2 0,5 mM, pH 4,5, e submetidas por 24 horas aos seguintes 

tratamentos: 

1 - Controle (CaCl2 0,5 mM, pH 4,5) 

2 - Controle + AlCl3 50 μM 
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3 - Controle + SNP 25 μM 

4 - Controle + 2 fenil-4,4,5,5-tetrametilimidazilina-1-oxil-3-óxido (PTIO) 50 

μM 

5 - Controle + SNP 25 μM + PTIO 50 μM 

6 - Controle + AlCl3 50 μM + PTIO 50 μM 

7 - Controle + AlCl3 50 μM + SNP 50 μM + PTIO 50 μM 

O alongamento radicular foi avaliado conforme descrito no ítem 2.2. 

 

2.7. Experimento 6: Avaliação do efeito do alumínio sobre a atividade da 

sintase do óxido nítrico (NOS) 

 

Plântulas dos dois genótipos de milho, obtidas e selecionadas conforme item 

3.1, foram transferidas em número de 32, para vasos de polietileno contendo 7 L de 

solução de CaCl2 0,5 mM, pH 4,5 e submetidas por 24 horas aos seguintes 

tratamentos: 

1 - CaCl2 0,5 mM, pH 4,5 (controle) 

2 - Controle + Al 50 µM, aplicado na forma de AlCl3.6H2O  

Para determinação da atividade da NOS cerca de 0,2 g de ápices radiculares 

foram triturados em nitrogênio líquido, homogeneizado em meio constituído de 

tampão fosfato salino (PBS) pH 7,4. Os extratos brutos foram filtrados através de 

quatro camadas de gaze e centrifugados a 15,000 g durante 20 minutos a 4 °C. O 

sobrenadante foi utilizado para a determinação da atividade da NOS. Para isso 

seguindo as recomendações do fabricante Bioxytecho (22113) (Oxis International). 

Previamente, foi realizada a confecção da curva padrão de nitrato. A atividade da 

NOS foi expressa em nmol NO2
-
 h

-1 
mg

-1
 proteína. 

 

2.8. Experimento 7: Efeito do alumínio sobre a atividade da redutase do 

nitrato (NR) 

 

Plântulas dos dois genótipos de milho, obtidas e selecionadas conforme item 

3.1, foram transferidas em número de 32, para vasos de polietileno contendo 7 L de 

CaCl2 0,5 mM + KNO3 10 mM pH 4,5 e expostas à luz durante 24 horas. No quinto 

dia, as plantas foram transferidas para vasos contendo a mesma solução (CaCl2 0,5 
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mM + KNO3 10 mM pH 4,5) ou acrescida de 25 μM de Al, fornecido na forma de 

AlCl3, durante 24 horas. 

Segmentos de aproximadamente 1 cm de ápices radiculares, com peso final 

de 0,2 g de matéria fresca foram trituradas em nitrogênio líquido e homogeneizadas 

em 1 mL de meio constituído de tampão Hepes-KOH 50 mM, pH 7,5, glicerol 5% 

(v/v), MgCl2 10 mM, ditiotreitol (DTT) 1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 

1 mM e flavina adenina dinucleotídeo (FAD) 10 µM (Wang et al., 2010). Os 

extratos, após filtração através de quatro camadas de gaze, foram centrifugados a 

15.000 g durante 20 minutos a 4 °C e os sobrenadantes foram utilizados para a 

determinação da atividade enzimática. Alíquotas de 0,25 mL do extrato enzimático 

foram adicionadas a 0,25 mL de um meio de reação constituído de Hepes-KOH 50 

mM, pH 7,5, MgCl2 10 mM, DTT 1 mM, KNO3 2 mM e nicotinamida adenina 

dinucleotídeo reduzida (NADH) 200 µM, sendo a mistura incubada à temperatura de 

30 ºC durante 30 minutos. Após este período, a reação foi interrompida pela adição 

de 0,5 mL de sulfanilamida 1% (m/v) em mistura com N-naftil etilenodiamina 0,01% 

(m/v) em HCl 1,0 M. O nitrito produzido foi determinado por espectrofotometria do 

visível a 540 nm, utilizando-se uma  curva padrão de NO2
-
. A atividade enzimática 

foi expressa em nmols de NO2
- 
h

-1 
mg

-1
 proteína. 

 

2.9. Determinação do teor de óxido nítrico nos tecidos 

 

Os teores de óxido nítrico foram determinados em segmentos de ápices da 

raiz principal das plântulas dos dois genótipos de milho, após a aplicação dos 

tratamentos dos experimentos descritos nos itens 3.4, 3.5 e 3.6 por 24 horas.  

As amostras de matéria fresca de ápices radiculares foram trituradas em 

nitrogênio líquido e, então, homogeneizadas em tampão de fosfato salino pH 7,4 na 

proporção de 1:5 até 1:10 (m/v), de acordo com a disponibilidade de material 

vegetal. 

O homogeneizado foi centrifugado a 15.000 g, por 20 minutos a 4 °C e o 

sobrenadante utilizado nas avaliações. O teor de óxido nítrico (NO) foi determinado 

com o kit de ensaio colorimétrico Cayman (780001) (Cayman Chemical Company. 

Para tanto, uma alíquota de 80 µL de amostra foi adicionada a uma mistura de 10 µL 

de uma solução de cofatores da redutase do nitrato (RN) e 10 µL de redutase do 
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nitrato. Após 1 hora de incubação na ausência de luz foram adicionados 100 µL de 

uma mistura de N-naftil etilenodiamino e sulfanilamida. Após 10 minutos de início 

de desenvolvimento da cor, a absorvância foi determinada a 540 nm em leitor de 

Elisa (Optimax Tunable microplate reader) e a quantidade de NO2
-
 produzida foi 

estimada com base em curva de calibração. A produção de NO foi expressa em 

nmoles de NO2
- 
h

-1 
g

-1
 massa fresca. 

 

2.10. Experimento 8: Efeito aliviador do óxido nítrico sobre o estresse 

oxidativo causado pelo alumínio 

 

Plântulas dos dois genótipos de milho, obtidas e selecionadas conforme item 

2.1, foram transferidas em número de 32, para vasos de polietileno contendo 7 L de 

CaCl2 0,5 mM, pH 4,5 e submetidas aos seguintes tratamentos: 

1 - CaCl2 0,5 mM, pH 4,5 (controle)  

2 - Controle + Al 50 μM  , aplicado na forma de AlCl3.6H2O 

3 - Controle + SNP 25 μM   

4 - Controle + SNP 25 μM  + Al 50 μM   

Após 24 h de tratamento, o experimento foi encerrado e foram retiradas 

amostras para a determinação dos teores de intermediários reativos de oxigênio 

(ROIs) e de enzimas antioxidativas. 

 

2.10.1. Determinação dos teores de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

 

Segmentos de aproximadamente 1 cm, com peso final de 0,2 g de matéria 

fresca de ápices radiculares foram triturados em nitrogênio líquido e, então, 

homogeneizados em 2,0 mL de tampão fosfato de potássio 50 mM, pH 6,5, contendo 

hidroxilamina 1 mM. Após filtração através de 4 camadas de gaze, o homogeneizado 

foi centrifugado a 10.000 g, por 15 minutos, a 4 °C (Kuo e Kao, 2003). Utilizou-se 

alíquiotas de 50 µL do sobrenadantes nas quais foram adicionados 800 µL de solução 

de FeNH4(SO4) 0,625 mM, 500 µL de alaranjado de xilenol 1 mM e 250 µL de 

sorbitol 800 mM por 30 minutos no escuro e a absorvância determinada a 560 nm 

(Gay e Gebicki, 2000). Brancos dos reagentes e dos extratos vegetais foram 

preparados em paralelo e subtraidos da amostra. Os teores de H2O2 foram estimados 

com base em curva de calibração preparada com padrões autênticos de H2O2. 



49 

 

2.10.2. Determinação dos teores de ânion superóxido (
•
O2

-
) 

 

Segmentos de aproximadamente 1 cm, com peso final de 50 mg de tecido de 

ápices radiculares, foram cortados em fragmentos menores e  incubados em 2 mL de 

tampão fosfato de sódio 20 mM, pH 7,8  contendo Na2EDTA 100 μM e NADH 20 

μM (Mohammadi e Karr, 2001). Os sistemas foram hermeticamente fechados e a 

reação iniciada pela adição de 100 μL de epinefrina 25,2 mM em HCl 0,1 N, usando-

se microsseringa cromatográfica. Após incubação a 28°C, sob agitação, por 5 

minutos, os segmentos tissulares foram removidos e, a partir do sétimo minuto, 

iniciou-se a leitura a 480 nm por um período de 5 minutos. O branco foi preparado 

sob as mesmas condições, mas sem tecido vegetal. A produção de ânion superóxido 

(
•
O2

-
) foi avaliada pela determinação da quantidade de adenocromo acumulado 

(Misra e Fridoovich, 1971), utilizando-se o coeficiente de extinção molar de 4,0 x 

10
3
 Lmol

-1
 cm

-1
 (Boveris, 1984). 

 

2.10.3. Determinação dos teores de radical hidroxila (
•
OH) 

 

Segmentos de aproximadamente 1 cm, com peso final de 50 mg de tecido de 

ápices radiculares, cortados em segmentos menores foram incubados em tampão 

fosfato de sódio 10 mM, pH 7,4 contendo 15 mM de 2-desóxi-D-ribose a 37 °C por 2 

horas, segundo metodologia descrita por Achary et al., (2008). Após este período, 

uma alíquota de 0,7 mL foi retirada e adicionada a um meio de reação contendo 3 

mL de ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,5 % (m/v) e 1 mL de ácido acético glacial. Em 

seguida, o meio foi aquecido a 100 °C em banho-maria por 30 minutos e a reação 

paralisada em banho de gelo a 4°C por 10 minutos. A absorbância do malondialdeído 

(MDA) foi avaliada a 532 nm e a concentração calculada usando coeficiente de 

extinção molar de (155 L mmol
-1

 cm
-1

) e expresso em nmol g
-1

 de massa fresca. 

 

2.10.4. Determinação da atividade de enzimas antioxidativas 

 

Os extratos enzimáticos brutos para as determinações das atividades da 

catalase (CAT), da peroxidase (POX), da peroxidase do ascorbato (APX), da 

superóxido dismutase (SOD), da peroxidase da glutationa (GPX) e da redutase da 

glutationa (GR) foram obtidos pela maceração de 0,2 g de tecido vegetal em N2 
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líquido. Em seguida foram adicionados 2 mL de meio de homogeneização, seguida 

de filtração em gaze e centrifugação a 12.000 g por 15 minutos, a 4
o
C. O meio de 

homogeneização eram constituídos de (1) Tampão fosfato de potássio 0,1 M, pH 6,8, 

EDTA 0,1 mM, PMSF 1 mM e PVPP 1% (p/v) (Peixoto et al., 1999), para as 

enzimas CAT, POX, APX e SOD; (2) Tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 7,5, EDTA 1 mM 

e MgCl2 10 mM (Nagalakshmi e Prasad, 2001) para a GPX; (3) Tampão fosfato de 

potássio 0,1 M, pH 7,5, EDTA 1 mM, DTT 2 mM, PMSF 1 mM e PVPP 1%, para a 

GR (Carlberg e Mannervik, 1985). 

 

2.10.4.1. Determinação da atividade da superóxido dismutase (SOD, EC 

1.15.1.1) 

 

A atividade da superóxido dismutase foi determinada no meio de reação 

constituído de tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 7,8, metionina 13 mM, azul de p-

nitro tetrazólio (NBT) 75 μM, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 μM (Del Longo et al., 

1993). A reação foi conduzida a 25 °C numa câmara de reação, sob iluminação de 

uma lâmpada fluorescente de 15 W, mantida no interior de uma caixa fechada. Após 

5 minutos de exposição à luz, a iluminação foi interrompida e a formazana azul, 

produzida pela fotorredução do NBT, medida a 560 nm (Giannopolitis e Ries, 1977). 

Uma unidade SOD foi definida como a quantidade da enzima necessária para inibir 

em 50% a fotorredução do NBT (Beauchamp e Fridovich, 1971).  

 

2.10.4.2.  Determinação da atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) 

 

A atividade da catalase foi determinada pela adição de 100 μL do extrato 

enzimático bruto a 1,9 mL de um meio de reação constituído de tampão fosfato de 

potássio 50 mM, pH 7,0 e H2O2 12,5 mM (Havir e Mchale, 1987). O decréscimo na 

absorvância a 240 nm, à temperatura de 25 
o
C, foi medido durante o primeiro minuto 

de reação, sendo a atividade da CAT determinada com base na inclinação da reta no 

intervalo de 1 minuto, após o início da reação. A atividade enzimática foi calculada 

utilizando-se o coeficiente de extinção molar de 36 L mol
-1

 cm
-1

 (Anderson et al., 

1995) e o resultado expresso em μmol min
-1

 mg
-1

 proteína. 
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2.10.4.3. Determinação da atividade da peroxidase (POX, EC 1.11.1.7) 

 

A atividade da peroxidase foi determinada pelo método de Kar e Mishra 

(1976). Alíquotas de 250 μL do extrato enzimático foram adicionados 1,9 mL de 

uma mistura de reação constituída de tampão fosfato de potássio 25 mM, pH 6,8, 

pirogalol 20 mM e H2O2 20 mM. O acréscimo na absorvância a 420 nm, à 

temperatura de 25 
o
C, foi medido durante o primeiro minuto de reação pela produção 

de purpurogalina, sendo a atividade da POX determinada com base na inclinação da 

reta no intervalo de 1 minuto, após o inicio da reação. A atividade enzimática foi 

calculada utilizando-se o coeficiente de extinção molar de 2,47 L mmol
-1

 cm
-1

 

(Chance e Maehley,1955) e o resultado expresso em μmol min
-1

 mg
-1

 proteína. 

 

2.10.4.4. Determinação da atividade da peroxidase do ascorbato (APX, 

EC1.11.1.11) 

 

A atividade da peroxidase do ascorbato foi determinada de acordo com o 

método de Nakano e Asada (1981) modificado por Koshiba (1993). Alíquotas de 100 

μL do extrato enzimático bruto foram adicionadas a 1,9 mL de um meio de reação 

constituído de tampão de fosfato de potássio 50 mM, pH 6,0, ácido ascórbico 0,8 

mM e H2O2 1 mM. O decréscimo na absorvância a 290 nm, à temperatura de 25 
o
C, 

foi medido durante o primeiro minuto de reação, sendo, a atividade da APX 

determinada com base na inclinação da reta no intervalo de 1 minuto, após o início 

da reação. A atividade enzimática foi calculada utilizando-se o coeficiente de 

extinção molar de 2,8 L mmol
-1

 cm
-1

 (Nakano e Asada, 1981) e o resultado expresso 

em μmol min
-1

 mg
-1

 proteína. 

 

2.10.4.5. Determinação da atividade da redutase da glutationa (GR; EC 

1.6.4.2) 

 

A atividade da redutase da glutationa foi determinada pela adição de 100 μL 

de extrato enzimático bruto a 0,9 mL de um meio de reação constituído de tampão 

fosfato de potássio 0,1 M, pH 7,5, EDTA 1 mM, glutationa oxidada (GSSG) 1 mM e 

NADPH 0,1 mM (em tampão TRIS-HCl 0,5 mM, pH 7,5), segundo Carlberg e 

Mannervik (1985). O decréscimo na absorvância a 340 nm, à temperatura de 30 
o
C, 
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foi medido no primeiro minuto de reação sendo, a atividade das GR determinada 

com base na inclinação da reta no intervalo de 1 minuto, após o início da reação. A 

atividade enzimática foi calculada utilizando-se o coeficiente de extinção molar de 

6,22 L mmol
-1

 cm
-1

 (Foyer e Halliwell, 1976) e o resultado expresso em nmol min
-1

 

mg
-1

 proteína. 

 

2.10.4.6. Determinação da atividade da peroxidase da glutationa (GPX, EC 

1.11.1.9) 

 

A atividade da peroxidase da glutationa foi determinada pela adição de 100 

μL do extrato enzimático bruto a 0,9 mL de um meio de reação constituído de 

tampão fosfato de potássio 50 mM, pH 7,0, EDTA 1 mM, NaCl 0,114 M, GSH 1 

mM, NADPH 0,2 mM, H2O2 0,25 mM e 1 unidade de redutase da glutationa 

(Nagalakshmi e Prasad, 2001). O decréscimo na absorvância a 340 nm, à temperatura 

de 30 
o
C, foi medido no primeiro minuto de reação sendo, a atividade da GPX 

determinada com base na inclinação da reta no intervalo de 1 minuto, após o inicio 

da reação. A atividade enzimática foi calculada utilizando-se o coeficiente de 

extinção molar de 6,22 L mmol
-1 

cm
-1 

(Anderson e Davis, 2004) e o resultado 

expresso em nmol min
-1

 mg
-1

proteína. 

 

2.10.4.7. Determinação da atividade da monodesidroascorbato redutase 

(MDHAR– EC 1.6.5.4) 

 

A atividade da MDHAR foi determinada pela adição de 0,1 mL do extrato 

enzimático bruto a 0,9 mL de um meio de reação constituído de tampão Tris-HCl 50 

mM, pH 7,6, NADH 0,1 mM, ascorbato 2,5 mM e 0,4 unidades de ascorbato oxidase 

(Hossain et al., 1984). O meio de reação foi incubado a 30 
o
C e a variação na 

absorvancia medida a 340 nm durante o primeiro minuto de reação. A atividade 

enzimática foi estimada usando-se o coeficiente de extinção molar 6,2 L mmol
-1

cm
-1

.  
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2.10.4.8. Determinação da atividade da desidroascorbato redutase (DHAR 

– EC 1.8.5.1) 

 

A atividade da DHAR foi determinada pela adição de 0,1 mL do extrato 

enzimático bruto a 0,9 mL de um meio de reação constituído de tampão fosfato de 

potássio 50 mM, pH 7,0, DHA 2 mM e GSH 5 mM (Nakano e Asada 1981). O meio 

de reação foi incubado a 30 
o
C e a variação na absorvancia medida a 265 nm durante 

o primeiro minuto de reação. A atividade enzimática foi estimada usando-se o 

coeficiente de extinção molar 14 L mmol
-1

cm
-1

. 

 

2.10.5. Determinação da peroxidação de lipídios 

 

Amostras de 0,2 g de tecido vegetal foram trituradas em N2 líquido e 

homogeneizadas em 2 mL de ácido tricloroacético (TCA) 1% (m/v). Os 

homogeneizados foram filtrados através de quatro camadas de gaze e centrifugados a 

12.000 g por 15 minutos. Todas as etapas necessárias ao processo de extração foram 

conduzidas a 4 °C. Alíquotas de 0,5 mL dos sobrenadantes foram adicionadas a 1,5 

mL de uma solução de ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,5% (m/v) em TCA 20% (m/v), 

os tubos de ensaio foram fechados e incubados em banho-maria a 95 
o
C. Após 2 

horas, a reação foi paralisada com banho de gelo. Posteriormente, foram 

centrifugados a 9.000 g por 10 minutos e a absorvância dos sobrenadantes 

determinada a 532 nm. A absorvância inespecífica a 600 nm foi medida e subtraída 

das amostras. A concentração do complexo aldeído malônico-TBA foi calculada 

usando o coeficiente de extinção molar de 155 L mmol
-1

cm
-1

 (Heath e Packer, 1968). 

 

2.10.6. Determinação da atividade da lipoxigenase (LOX) 

 

Amostras de 0,2 g de tecido vegetal foram trituradas em N2 líquido e 

homogeneizadas em tampão fosfato de sódio 0,05 M, pH 6,0, na proporção 1:3 (m/v) 

e, em seguida, centrifugadas a 15.300 g por 30 minutos a 4 
o
C. A atividade da 

lipoxigenase foi determinada pela adição de 10 µL do extrato bruto e 4,0 µL da 

solução-estoque de linoleato de sódio 10 mM em 1,0 mL de tampão fosfato 50 mM, 

pH 6,0. A variação na absorvância a 234 nm foi medida durante um período de 1 min 
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e a atividade enzimática calculada utilizando-se o coeficiente de absortividade molar 

de 25000 L mol
-1

cm
-1

 (Axelrod et al., 1981).  

 

2.10.7. Determinação das concentrações de metabólitos antioxidativos 

 

2.10.7.1. Determinação dos teores de ascorbato (AA) e desidroascorbato (DHA) 

 

Os teores de AA e DHA foram determinados como descrito por Kampfenkel 

et al. (1995), com algumas modificações. Para isso, 0,2 g de tecido vegetal foram 

homogeneizados em 2,0 mL de ácido tricloroacético (TCA) 6% (m/v) e centrifugado 

a 15.000 g, por 5 minutos. Todas as etapas necessárias ao processo de extração foram 

conduzidas a 4 ºC.  

O teor de ascorbato total foi determinado pela adição de 900 µL do extrato 

bruto a 200 µL de DTT 10 mM (dissolvido em tampão fosfato de sódio 0,2 M, pH 

7,4) e 500 µL de tampão fosfato de sódio 0,2 M, pH 7,4. A mistura foi incubada a 42 

ºC, por 15 minutos. Após este tempo, foram adicionados 200 µL de N-etilmaleimida 

0,5% (m/v), 200 µL de TCA 50% (m/v), 800 µL de H3PO4 42% (v/v), 800 µL de 

2,2’-dipiridil 4% (p/v) (dissolvido em etanol 70 %) e 400 µL de FeCl3 3% (p/v). 

Após agitação vigorosa, a mistura foi incubada a 42 ºC, por 40 minutos e, então, a 

reação foi paralisada em banho de gelo e a absorbância da mistura determinada a 525 

nm. 

O teor de ascorbato reduzido (AA) foi determinado como descrito 

anteriormente, sendo o DTT e o N-etilmaleimida omitidos e substituídos por 400 µL 

de tampão fosfato de sódio 0,2 M, pH 7,4. O DHA foi calculado pela diferença entre 

o ascorbato total e o ascorbato reduzido. A concentração de AA foi determinada por 

meio de curva de calibração utilizando-se padrões autênticos de ácido ascórbico, 

sendo o resultado expresso em µmol g
-1

 massa fresca. 

 

2.11. Determinação de proteínas 

 

Os teores de proteínas dos extratos enzimáticos foram determinados pelo 

método de Bradford et al. (1976), utilizando BSA como padrão. 
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2.12. Delineamento experimental e Análise estatística 

 

O delineamento experimental utilizado em todos os experimentos foi o de 

blocos casualizados, em esquema fatorial, com três repetições.  No caso da avaliação 

da avaliação do efeito do NO sobre a inibição do alongamento radicular utilizou-se 

esquema fatorial (2x4): dois genótipos de milho (UFVM 100 e UFVM 200), quatro 

níveis de SNP (0, 25, 50 e 100 µM); para a avaliação do efeito do NO sobre o teor de 

Al nos ápices radiculares utilizou-se esquema fatorial (2x2x2): dois genótipos de 

milho (UFVM 100 e UFVM 200), dois níveis de SNP (0 e 25 µM), dois níveis de Al 

(0 e 50 µM); para a avaliação do efeito de inibidores da síntese da sintase do óxido 

nítrico (NOS) sobre a inibição do alongamento radicular causado por Al utilizou-se 

esquema fatorial (2x7): dois genótipos de milho (UFVM 100 e UFVM 200), sete 

diferentes soluções a partir da combinação de Al, SNP e L-NNA; para a avaliação do 

efeito de inibidores da redutase do nitrato (RN) sobre a inibição do alongamento 

radicular causado por Al utilizou-se esquema fatorial (2x7): dois genótipos de milho 

(UFVM 100 e UFVM 200), sete diferentes soluções a partir da combinação de Al, 

SNP e tungstato; para avaliação do efeito aliviador do NO sobre a inibição do 

alongamento radicular causado por Al utilizou-se esquema fatorial (2x7): dois 

genótipos de milho (UFVM 100 e UFVM 200), sete diferentes soluções a partir da 

combinação de Al, SNP e PTIO; para avaliação do efeito do Al sobre os teores do 

NO nos tecidos radiculares utilizou-se esquema fatorial (2x2x2): dois genótipos de 

milho (UFVM 100 e UFVM 200), dois níveis de SNP (0 e 25 µM), dois níveis de Al 

(0 e 50 µM); para avaliação do efeito do Al sobre a atividade da sintase do óxido 

nítrico (NOS) e da redutase do nitrato (NR) nos tecidos radiculares utilizou-se 

esquema fatorial (2x2): dois genótipos de milho (UFVM 100 e UFVM 200), dois 

níveis de Al (0 e 50 µM); para a avaliação do efeito aliviador do NO sobre o estresse 

oxidativo causado pelo Al utilizou-se esquema fatorial (2x2x2): dois genótipos de 

milho (UFVM 100 e UFVM 200), dois níveis de Al (0 e 50 µM), dois níveis de SNP 

(0 e 25 µM).  

Os resultados foram submetidos à análise de variância (ANOVA), as médias 

comparadas pelo agrupamento de Skott-Knott a 5% de probabilidade, e os fatores 

quantitativos analisados por regressão. Todas as análises foram realizadas com o 

auxílio do programa Sisvar, desenvolvido por Ferreira (1999). 
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3. RESULTADOS  

 

3.1. Efeito de concentrações crescentes de nitroprussiato de sódio sobre o 

alongamento radicular 

 

Antes da utilização do nitroprussiato de sódio (SNP) como fonte exógena de 

NO, avaliou-se seu efeito sobre o alongamento da raiz principal. Verificou-se que 

alongamento radicular (AR) diminui com o incremento da concentração de SNP nos 

dois genótipos de milho (Fig. 1). Em concentrações de SNP de 25 e 50 µM o 

genótipo UFVM 200 apresentou, respectivamente, AR 22 e 23% maiores que o 

UFVM 100. À medida que a concentração de SNP aumentou as diferenças 

genotípicas diminuíram e na concentração mais elevada de SNP (100 µM) a redução 

no alongamento radicular foi, semelhante nos dois genótipos. Como a concentração 

de 25 µM de SNP apresentou menor efeito prejudicial sobre o alongamento radicular 

nos dois genótipos, escolheu-se esta concentração para as demais avaliações do 

efeito da aplicação de SNP. 
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Figura 1 - Efeito de diferentes concentrações de nitroprussiato de sódio (SNP), sobre 

o alongamento da raiz principal em dois genótipos de milho, após 24 horas de 

tratamento. (■) e UFVM 200 (□). 
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3. 2. Efeito do nitroprussiato de sódio sobre os teores de alumínio em ápices 

radiculares 

 

Os ápices radiculares dos dois genótipos de milho apresentaram elevados 

teores de Al, após 24 h de tratamento (Fig. 2). Na presença de Al, o genótipo UFVM 

200 apresentou um teor deste elemento 19% mais elevado do que o genótipo UFVM 

100. A adição de SNP as plantas tratadas com Al não alterou o teor de Al em ambos 

os genótipos.  
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Figura 2 - Teores de alumínio nos ápices radiculares de dois genótipos de milho, 

submetidos a 0 e 50 μM  de Al na presena de 0 e 25 μM de SNP, após 24 horas de 

tratamento. UFVM 100 (■) e UFVM 200 (□).  
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, entre os genótipos para o mesmo tratamento, e médias 

seguidas pela mesma letra minúscula entre os tratamentos para o mesmo genótipo não diferem 

significativamente pelo agrupamento de Skott Knott em nível de 5% de probabilidade. Barras 

representam o desvio padrão. 

 

 

3.3 Efeito do alumínio, nitroprussiato de sódio (SNP), N
w
-nitro-L-arginina (L-

NNA), tungstato e 2 fenil-4,4,5,5-tetrametilimidazilina-1-oxil-3-óxido (PTIO) 

sobre o alongamento radicular  

 

O tratamento com Al reduziu o alongamento radicular nos dois genótipos, 

mas com maior intensidade no genótipo UFVM 100 (Fig. 3). Observou-se, também, 

redução no alongamento radicular nas plantas tratadas com SNP isoladamente, nos 

dois genótipos, e mais acentuadamente no genótipo UFVM 100. Seu efeito, contudo, 

foi menos intenso que o do Al sozinho.  
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O tratamento com L-NNA, inibidor específico da sintase do óxido nítrico 

(NOS), reduziu o alongamento radicular somente no genótipo UFVM 200, mas não 

proporcionou diferença entre os genótipos. O tratamento combinado de SNP + L-

NNA teve efeito similar ao dos tratamentos isolados, mas o genótipo UFVM 100 

teve menor alongamento radicular que o UFVM 200. Na presença de Al + L-NNA o 

AR foi similar ao do tratamento com Al sozinho, mas eliminou-se a diferença entre 

genótipos. E, finalmente, a combinação Al + SNP + L-NNA resultou em aumento 

significativo no alongamento radicular no genótipo UFVM 100, mas, mesmo assim, 

os genótipos não diferiram entre si. 

O tratamento com tungstato reduziu o alongamento radicular em intensidade 

similar ao efeito isolado do Al, nos dois genótipos (Fig. 3). O tratamento das plantas 

com Al+tungstato não modificou a intensidade da redução no alongamento radicular 

provocada pelos dois fatores aplicados isoladamente. A adição de SNP ao tratamento 

com tungstato (tungstato+SNP) eliminou parte do efeito inibitório do tungstato, mas 

apenas no genótipo UFVM 100. A combinação Al+tungstato+SNP resultou em 

recuperação parcial do efeito tóxico do Al, especialmente no genótipo UFVM 200 

que apresentou um alongamento radicular estatisticamente superior ao do genótipo 

UFV 100. Já a inibição induzida pelo tratamento com Al + tungstato foi recuperada 

pelo tratamento com SNP em ambos os genótipos.  

O tratamento com PTIO, eliminador específico de NO, reduziu o 

alongamento radicular com aproximadamente a mesma intensidade da redução 

causada pelo Al sozinho (Fig. 3). Na presença desta substância o genótipo UFVM 

100, de igual modo, sofreu maior redução no alongamento radicular que o genótipo 

UFVM 200. O tratamento combinado com Al+PTIO não teve efeito adicional sobre 

seus efeitos isolados. A adição de SNP ao tratamento com PTIO (SNP+PTIO) 

eliminou parte da redução no alongamento radicular causada pelo efeito isolado de 

PTIO e o genótipo UFVM 200 manteve maior alongamento radicular do que o 

genótipo UFVM 100. A adição de Al (combinação Al+PTIO+SNP) não teve efeito 

significativo em comparação ao tratamento de SNP+PTIO. 
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3.4. Efeito de alumínio, nitroprussiato de sódio (SNP), N
w
-nitro-L-arginina (L-

NNA), tungstato e 2 fenil-4,4,5,5-tetrametilimidazilina-1-oxil-3-óxido (PTIO) 

sobre o teor de óxido nítrico 

 

Na ausência de tratamentos (controle), o genótipo UFVM 100 apresentou teor 

de NO 22% mais elevado que o genótipo UFVM 200 (Fig. 4). O tratamento com Al 

reduziu fortemente o teor de NO nos dois genótipos, eliminando as diferença entre 

eles. O tratamento com SNP elevou os teores de NO nos dois genótipos, atingindo 

níveis superiores aos das plantas controle.  

O tratamento com o inibidor da NOS (L-NNA) isoladamente não causou 

efeito significativo sobre o teor de NO nos dois genótipos. O efeito combinado de 

Al+L-NNA sobre o teor de NO teve aproximadamente a mesma intensidade do efeito 

isolado do Al. O teor de NO no tratamento combinado de SNP+L-NNA foi 

significativamente maior do que no tratamento com L-NNA isolado no genótipo 

UFVM 200, mas menor do que no tratamento com SNP isolado, no genótipo UFVM 

100. A redução do teor de NO causada pelo tratamento com Al foi parcialmente 

recuperada pelo tratamento combinado Al+SNP+L-NNA nos dois genótipos. 

O tratamento com tungstato causou redução no teor de NO com intensidade 

semelhante nos dois genótipos (Fig. 4). A adição de Al juntamente com o tungstato 

(Al+tungstato) teve efeito adicional sobre o teor de NO e os genótipos não diferiram 

entre si. O tratamento combinado SNP+tungstato eliminou a redução no teor de NO, 

que se manteve nos níveis do tratamento com SNP isoladamente. A adição de Al à 

combinação (SNP+tungstato), isto é no tratamento combinado Al+SNP+tungstato, 

recuperou parcialmente a redução no teor de NO causada pelo Al sozinho.  

 O tratamento com PTIO, um sequestrador específico de NO, reduziu o teor 

de NO nos dois genótipos numa intensidade similar ao do efeito do Al (Fig. 4). O 

tratamento com Al+PTIO não teve efeito adicional sobre o teor de NO, e os 

genótipos não diferiram entre si. A adição de SNP ao tratamento com PTIO 

recuperou parcialmente o teor de NO, apenas no genótipo UFVM 100. Na presença 

de Al+SNP+PTIO os teores de NO elevaram-se atingindo valores próximos aos do 

controle.
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Figura 3 – Efeito de Al, de SNP, de N

w
-nitro-L-arginina (L-NNA), de tungstato e de PTIO aplicados isoladamente ou em combinação 

sobre o alongamento radicular em dois genótipos de milho após 24 h de tratamento. Tratamentos: Al 50 µM, SNP 25 µM, L-NNA 100 

µM, tungstato 100 µM e PTIO 50 µM. UFVM 100 (■) e UFVM 200 (□). 
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, entre os genótipos para o mesmo tratamento, e médias seguidas pela mesma letra minúscula entre os tratamentos do 

grupo (A e B), (A e C), (A e D) para o mesmo genótipo não diferem significativamente pelo agrupamento de Skott Knott em nível de 5% de probabilidade. Barras 

representam o desvio padrão. 
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Figura 4 – Efeito de Al, de SNP, de N
w
-nitro-L-arginina (L-NNA), de tungstato e de PTIO aplicados isoladamente ou em combinação 

sobre o teor de óxido nítrico em dois genótipos de milho após 24 h de tratamento. Tratamentos: Al 50 µM, SNP 25 µM, L-NNA 100 

µM, tungstato 100 µM e PTIO 50 µM. UFVM 100 (■) e UFVM 200 (□). 
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, entre os genótipos para o mesmo tratamento, e médias seguidas pela mesma letra minúscula entre os tratamentos do 

grupo (A e B), (A e C), (A e D) para o mesmo genótipo não diferem significativamente pelo agrupamento de Skott Knott em nível de 5% de probabilidade. Barras 

representam o desvio padrão. 
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3.5 Efeito do alumínio sobre as atividades das enzimas sintase do óxido nítrico 

(NOS; EC 1.14.13.39) e redutase do nitrato (RN; EC 1.7.1.1) 

 

Os genótipos diferiram estatisticamente entre si, tanto na ausência quanto na 

presença de Al para a atividade da NOS e RN (Fig. 5 A e B). Nas plantas controles 

as atividades das duas enzimas foram sempre maiores no genótipo UFVM 100. Após 

tratamento com Al 50 µM por 24 h observou-se redução de 35% da atividade da 

NOS apenas no genótipo UFVM 100 (Fig. 5 A). A atividade da NOS não foi 

influenciada pela presença de Al no genótipo UFVM 200 e se tornou cerca de 28% 

mais elevada que no UFVM 100. O tratamento com Al provocou redução de 47 e 

44% na atividade da RN, nos genótipos UFVM 100 e UFVM 200, respectivamente 

(Fig. 5 B). Na presença de Al o genótipo UFVM 100 manteve atividade da RN 60 % 

superior à do UFVM 200. Independentemente do tratamento, o genótipo UFVM 100 

sempre apresentou maior atividade da enzima RN em relação ao UFVM 200 (Fig. 

5B).  
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Figura 5 – Atividade das enzimas sintase do óxido nítrico (NOS) (A) e redutase do 

nitrato (RN) (B) em dois genótipos de milho na ausência e presença de 50 µM de Al 

durante 24 horas: UFVM 100 (■) e UFVM 200 (□).  
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, entre os genótipos para o mesmo tratamento, e médias 

seguidas pela mesma letra minúscula entre os tratamentos para o mesmo genótipo não diferem 

significativamente pelo teste de Skott Knott ao nível de 5% de probabilidade. Barras representam o 

desvio padrão. 
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3.6 Efeito do alumínio sobre a produção de intermediários reativos de oxigênio 

(ROIs) 

 

O tratamento com Al aumentou cerca de 87% o teor de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) apenas nos ápices radiculares do genótipo UFVM 100 (Fig. 6 A). 

O tratamento com SNP isoladamente não teve efeito sobre o teor de H2O2 no 

genótipo UFVM 100, mas o reduziu ligeiramente no genótipo UFVM 200. O 

tratamento com Al+SNP combinados influenciou diferencialmente os teores de H2O2 

nos dois genótipos: reduziu 16% o teor de H2O2 no genótipo UFVM 200, mas 

aumentou o teor de H2O2 em 47% no genótipo UFVM 100, em relação ao controle.  

Os dois genótipos não diferiram entre si quanto ao teor do ânion superóxido 

(
•
O2

-
) em ápices radiculares no tratamento controle (Fig. 6 B). O tratamento com Al 

aumentou em cerca de 71% o teor de 
•
O2

-
 apenas no genótipo UFVM 100. Na 

presença de Al os teores de 
•
O2

-
 no genótipo UFVM 100 foram 32% mais elevados 

do que no genótipo UFVM 200. A aplicação de SNP, também causou aumento no 

teor de 
•
O2

-
, mas apenas no genótipo UFVM 100. O aumento, entretanto, foi menor 

do que o causado por Al sozinho. A adição de SNP ao tratamento com Al (Al+SNP) 

atenuou apenas parcialmente o efeito indutor do Al sobre a produção de 
•
O2

-
 no 

genótipo UFVM 100, mas não teve qualquer efeito sobre o genótipo UFVM 200. 

As plantas controle apresentaram teores similares de radical hidroxila (
•
HO) 

em seus ápices radiculares. O tratamento com Al aumentou o teor de 
•
HO

 
em cerca 

de 17% apenas no genótipo UFVM 100, enquanto no UFVM 200 não se modificou. 

No tratamento com SNP aplicado isoladamente os teores de 
•
HO foram 

essencialmente os mesmos dos controles. A aplicação de SNP às plantas também 

tratadas com Al (tratamento Al+SNP) não teve efeito significativo atenuador sobre o 

incremento no teor deste ROIs induzido pelo Al sozinho no genótipo UFVM 100 e 

no genótipo UFVM 200.  
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Figura 6: Teores de peróxido de hidrogênio (H2O2) (A), radical ânion superóxido 

(
•
O2

-
) (B) e radical hidroxila (

•
OH) (C) em raízes dos genótipos de milho UFVM 100 

(■) e UFVM 200 (□) após 24 horas de exposição a 0  e 50 µM de Al, 25 µM de SNP 

e  50 µM de Al + 25 µM de SNP. 
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, entre os genótipos para o mesmo tratamento, e pela 

mesma letra minúscula entre os tratamentos para o mesmo genótipo não diferem significativamente 

pelo agrupamento de Skott Knott em nível de 5% de probabilidade. Barras representam o desvio 

padrão. 

 

 

3.7 Efeito do alumínio sobre as atividades de enzimas antioxidativas 

 

A atividade da dismutase do superóxido (SOD) em ápices radiculares de 

plantas controle foi essencialmente similar nos dois genótipos de milho (Fig. 7 A). 

Após tratamento com Al a atividade da SOD aumentou cerca de 63% e 52% nos 

genótipos UFVM 100 e UFVM 200, respectivamente. O tratamento com SNP 

isoladamente não teve qualquer efeito sobre a atividade desta enzima nos dois 

genótipos. A aplicação de SNP às plantas tratadas com Al (Al+SNP) reduziu o 

aumento na atividade da SOD induzido pelo Al apenas no genótipo UFVM 100. 
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Neste tratamento o genótipo UFVM 200 apresentou atividade desta enzima 25% 

mais elevada que o genótipo UFVM 100.  

O tratamento das plantas com Al resultou em aumento de cerca de 46% na 

atividade da catalase (CAT) em ápices radiculares apenas do genótipo UFVM 200, 

que se tornou 40% mais elevada que no genótipo UFVM 100. O tratamento com 

SNP isoladamente não modificou a atividade desta enzima em nenhum dos 

genótipos. A aplicação de SNP às plantas tratadas com Al, por outro lado, aumentou 

ligeiramente a atividade da CAT no genótipo UFVM 100 e manteve essencialmente 

a mesma atividade da enzima no genótipo UFVM 200 observada no tratamento com 

Al aplicado isoladamente.  

As plantas controle do genótipo UFVM 100 apresentaram atividade da 

peroxidase do ascorbato (APX) significativamente mais elevada que o genótipo 

UFVM 200 (Fig. 7 C). O tratamento das plantas com Al ou SNP, aplicados 

isoladamente não afetou a atividade da enzima em nenhum dos genótipos. A 

aplicação de SNP às plantas tratadas com Al (Al+SNP), no entanto, elevou a 

atividade da APX em 17% no genótipo UFVM 200, que se tornou essencialmente 

igual à do genótipo UFVM 100.  

O tratamento das plantas com Al elevou a atividade da POX apenas no 

genótipo UFVM 200, mas não se observou diferença entre genótipos (Fig. 7 D). O 

tratamento com SNP isoladamente não interferiu na atividade desta enzima nos dois 

genótipos. O tratamento da combinação Al+SNP teve efeito similar ao do Al 

sozinho, isto é, aumentou a atividade da POX somente no genótipo UFVM 200, que 

passou a ter atividade igual à do genótipo UFVM 100. 
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Figura 7: Atividade das enzimas dismutase do superóxido (SOD) (A), catalase 

(CAT) (B), peroxidase total (POX) (C) e peroxidase do ascorbato (APX) (D) em 

raízes dos genótipos de milho UFV 100 (■) e UFV 200 (□) após 24 horas de 

exposição a 0 e 50 µM de Al, 25 µM de SNP e 50 µM de Al + 25 µM de SNP. 
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, entre os genótipos para o mesmo tratamento, e pela 

mesma letra minúscula entre os tratamentos para o mesmo genótipo não diferem significativamente 

pelo agrupamento de Skott Knott em nível de 5% de probabilidade. Barras representam o desvio 

padrão. 

 

O tratamento das plantas com Al resultou num aumento na atividade da 

glutationa redutase (GR) de 143% e de 113% nos genótipos UFVM 100 e UFVM 

200, respectivamente (Fig. 8 A). A atividade da GR no genótipo UFVM 100 foi 28 

% mais elevada que no UFVM 200, após tratamento com Al (Fig. 8 A). A aplicação 

de SNP resultou em elevação na atividade da GR em relação às plantas controle, mas 

não houve diferença entre genótipos. O tratamento das plantas com a combinação 

Al+SNP resultou em pequena redução da atividade da GR apenas no genótipo 

UFVM 100, mas os genótipos não difereriam entre si. 

O tratamento das plantas com Al resultou num aumento na atividade da 

glutationa peroxidase (GPX) apenas no UFVM 200 (Fig. 8 B). A aplicação isolada 

de SNP não modificou a atividade da enzima em nenhum dos genótipos. A aplicação 

de SNP às plantas tratadas com Al, por outro lado, resultou em forte aumento na 



67 

 

atividade da GPX e o efeito teve aproximadamente a mesma intensidade nos dois 

genótipos. 
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Figura 8: Atividade das enzimas redutase da glutationa (GR) (A) e peroxidase da 

glutationa (GPX) (B) em raízes dos genótipos de milho UFV 100 (■) e UFV 200 (□) 

após 24 horas de exposição a 0 e 50 µM de Al, 25 µM de SNP e 50 µM de Al + 25 

µM de SNP. 
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, entre os genótipos para o mesmo tratamento, e pela 

mesma letra minúscula entre os tratamentos para o mesmo genótipo não diferem significativamente 

pelo agrupamento de Skott Knott em nível de 5% de probabilidade. Barras representam o desvio 

padrão. 

 

 

3.8 Efeito do alumínio sobre a peroxidação de lipídeos e sobre a atividade da 

lipoxigenase. 

 

A peroxidação de lipídios similar nas plantas controle dos dois genótipos, 

aumentou nas plantas tratadas com Al em 47% e 30% nos genótipos UFVM 100 e 

UFVM 200, respectivamente (Fig. 9 A). Na presença de Al o teor de MDA no 

genótipo UFVM 200 foi 20 % menor do que no genótipo UFVM 100. Na presença 

de SNP sozinho, também foi observado aumento no teor de MDA, mas apenas no 

genótipo UFVM 200. A aplicação de SNP às plantas tratadas com Al reduziu o teor 

de MDA para valores similares aos do controle apenas no genótipo UFVM 200. 

O tratamento com Al aumentou a atividade da lipoxigenase (LOX) em cerca 

de 87% apenas no genótipo UFVM 100, tornando-a 76% mais elevada que no 

genótipo UFVM 200 (Fig. 9 B). O tratamento com SNP sozinho não modificou a 

atividade da enzima em nenhum dos genótipos. Nas plantas tratadas com Al + SNP, 

observou-se aumento na atividade da enzima apenas no genótipo UFVM 100, mas o 

efeito foi atenuado em relação ao tratamento com Al isoladamente. Este efeito, 

entretanto, foi suficiente para eliminar a diferença entre genótipos.  
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Figura 9: Teor de malondialdeído (MDA) (A) e atividade da enzima lipoxigenase 

(LOX) (B) em raízes dos genótipos de milho UFV 100 (■) e UFV 200 (□) após 24 

horas de exposição a 0 e 50 µM de Al, 25 µM de SNP e 50 µM de Al + 25 µM de 

SNP. 
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, entre os genótipos para o mesmo tratamento, e pela 

mesma letra minúscula entre os tratamentos para o mesmo genótipo não diferem significativamente 

pelo agrupamento de Skott Knott em nível de 5% de probabilidade. Barras representam o desvio 

padrão. 

 

 

3.9. Efeito do alumínio sobre os teores de ascorbato e desidroascorbato e as 

atividades das enzimas desidroascoarbato redutase e monodesidroascorbato 

redutase 

 

O tratamento das plantas com Al reduziu a atividade da desidroascorbato 

redutase (DHAR) nos dois genótipos (Fig. 10 A). A redução no genótipo UFVM 

100, no entanto, foi muito mais intensa do que no genótipo UFVM 200. Nesta 

condição este genótipo foi capaz de manter atividade 207 % mais elevada que o 

genótipo UFVM 100. O tratamento com SNP isoladamente aumentou a atividade da 

DHAR apenas no genótipo UFVM 100, enquanto no genótipo UFVM 200 a 

atividade da enzima não se modificou em relação ao controle. O tratamento 

combinado de Al+SNP atenuou ligeiramente o efeito do Al sobre o genótipo UFVM 

100, passando a terem os genótipos atividade enzimática estatisticamente similar.  

A atividade da monodesidroascorbato redutase (MDHAR) sofreu redução de 

35% e 22% no genótipos UFVM 100 e UFVM 200, respectivamente (Fig. 10 B). O 

tratamento com SNP sozinho reduziu a atividade da enzima apenas no genótipo 

UFVM 100. A aplicação de SNP às plantas tratadas com Al atenuou parcialmente os 

efeitos do Al nos dois genótipos, mas apenas no genótipo UFVM 200 a atividade da 

MDHAR voltou aos níveis do controle.  
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Figura 10: Atividade das enzimas desidroascorbato redutase (DHAR) (A) e 

monodesidroascorbato redutase (MDHR) (B) em raízes dos genótipos de milho 

UFVM 100 (■) e UFVM 200 (□) após 24 horas de exposição a 0 e 50 µM de Al, 25 

µM de SNP e 50 µM de Al + 25 µM de SNP. 
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, entre os genótipos para o mesmo tratamento, e pela 

mesma letra minúscula entre os tratamentos para o mesmo genótipo não diferem significativamente 

pelo agrupamento de Skott Knott em nível de 5% de probabilidade. Barras representam o desvio 

padrão. 

 

 

O tratamento das plantas com Al resultou em redução no teor de ascorbato 

total (AA + DHA) de 36% e de 22% nos genótipos UFVM100 e UFVM 200, 

respectivamente (Fig.11 A). O tratamento com SNP aplicado isoladamente não teve 

nenhum efeito sobre os teores de ascorbato total. O tratamento combinado de 

SNP+Al teve pequeno efeito atenuador no genótipo UFVM 100, eliminando a 

diferença entre genótipos tratados com Al isoladamente. 

As modificações nos teores de ascorbato reduzido (AA) nos dois genótipos 

com os tratamentos com Al, SNP e Al+SNP foram essencialmente as mesmas 

observadas com relação aos teores de ascorbato total (AA+DHA) (Fig. 11 B).  

Os tratamentos das plantas com Al, SNP e Al+SNP resultaram em redução 

nos teores de desidroascorbato (DHA) apenas no genótipo UFVM 200, mas em todos 

os casos, os genótipos não diferiam entre si (Fig. 11 C). 

A razão AA/DHA nas plantas controle do genótipo UFVM 100 foi 3,08 e 2,3 

nos genótipos UFVM 100 e UFVM 200, respectivamente (Fig. 11D). O tratamento 

com Al resultou em redução de 29% na razão AA/DHA no genótipo UFVM 100, 

mas não foi alterada no genótipo UFVM 200. A aplicação de SNP isoladamente, ao 

contrário, aumentou a relação AA/DHA com aproximadamente a mesma intensidade 

nos dois genótipos. O tratamento das plantas com a combinação Al+SNP, embora 

não tenha tido efeito estatisticamente significante sobre a relação AA/DHA 
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comparativamente ao efeito isolado do Al, fez com que o genótipo UFVM 200 

passasse a ter uma relação AA/DHA mais elevada que o genótipo UFVM 100. 
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Figura 11: Teores de Ascorbato total (AA + DHA) (A), ascorbato (AA) (B), 

desidroascorbato (DHA) (C) e relação ascorbato/desidroascorbato (AA/DHA) (D) 

em raízes dos genótipos de milho UFV 100 (■) e UFV 200 (□) após 24 horas de 

exposição a 0 e  50 µM de Al, 25 µM de SNP e  50 µM de Al + 25 µM de SNP. 
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, entre os genótipos para o mesmo tratamento, e pela 

mesma letra minúscula entre os tratamentos para o mesmo genótipo não diferem significativamente 

pelo agrupamento de Skott Knott em nível de 5% de probabilidade. Barras representam o desvio 

padrão. 
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4. DISCUSSÃO 

 

O alumínio (Al), na sua forma solúvel, em pH abaixo de 5, apresenta-se na 

forma do íon Al
3+

, sendo altamente tóxico para a maioria das plantas, interferindo no 

o alongamento radicular, na divisão celular, na estrutura e função da parede celular, 

na estrutura e função da membrana plasmática e, por consequência, na absorção de 

água e de nutrientes minerais essenciais e, vários outros processos bioquímicos e/ou 

fisiológicos  (Kochian 1995). No entanto, as plantas variam muito na sua capacidade 

de tolerar o Al e diferenças na tolerância a este elemento têm sido encontradas entre 

genótipos de milho (Pintro et al., 1995; Boscolo et al., 2003; Piñeros et al., 2005; 

Giannakoula et al., 2008), trigo (Zheng et al., 2005) e outras espécies vegetais. 

Assume-se, de modo geral, que espécies mais sensíveis quando expostas a 

níveis tóxicos de Al acumulam teores mais elevados deste elemento. Isto, contudo, 

pode variar em determinados estudos. A determinação dos teores de Al em raízes de 

dois cultivares de sorgo (Pereira et al., 2008) e dois de arroz (Justino et al., 2006), 

nos dois casos com tolerância diferencial ao Al, não mostrou diferença significativa 

entre eles quanto ao teor deste elemento. No presente estudo, o Al absorvido 

acumulou-se nas raízes principalmente no genótipo UFVM 200, considerado mais 

tolerante a este elemento (Fig. 2). Acredita-se, entretanto, que grande parte deste Al 

esteja na forma de precipitado, provavelmente na forma de fosfato de Al, no 

apoplasto radicular (Zheng et al., 2005).  

A aplicação de nitroprussiato de sódio (SNP), fornecedor exógeno de óxido 

nítrico (NO) não foi capaz de reduzir o teor de Al nas raízes de nenhum dos dois 

genótipos. Em Cassia tora L. e feijão, ao contrário, foi verificado que o tratamento 

das plantas com SNP reduziu os teores de Al nas raízes destas plantas tratadas com 

este elemento (Wang e Yang, 2005; Wang et al., 2010), razão pela qual o NO foi 

considerado agente redutor da toxidez do Al. Além das espécies comparadas serem 

diferentes, parte da diferença entre os resultados pode estar ligada às diferenças de 

concentrações de SNP utilizadas nos experimentos. Enquanto Wang e Yang (2005) 

utilizaram SNP na concentração de 400 µM, Wang et al. (2010) usaram 200 µM, no 

presente experimento foi utilizada a concentração de SNP de 25 µM, pois, essa 

substância apresentou forte efeito inibitório sobre o alongamento radicular (Fig. 1). 

Possíveis diferenças na determinação dos teores de Al foram descartadas uma vez 

que neste estudo foi utilizada a mesma metodologia utilizada por aqueles autores. 
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Acredita-se que, mesmo que a aplicação de SNP possa ter efeito sobre os teores 

radiculares de Al, este efeito deve ser casual ou indireto, a não ser que se possa 

diferenciar entre o Al precipitado no apoplasto e/ou no vacúolo e o Al ativo presente 

no citoplasma. 

As raízes dos genótipos de milho utilizados no presente trabalho mostraram-

se bastante sensíveis ao tratamento com SNP. Mesmo em concentração tão baixa 

quanto 25 µM observou-se redução do AR, especialmente no genótipo UFVM 100 

(Fig. 1). Esse efeito inibitório do doador de NO sobre o AR foi, também, relatado por 

Tian et al. (2007) em plantas de Hibiscus moscheutos, especialmente em 

concentrações de SNP acima de 50 µM. Resultados como estes sugerem que os 

estudos dos efeitos benéficos do NO sobre a redução do AR induzido pelo Al 

precisam ser analisados com mais cuidado, pois dependem não somente da natureza 

da substância doadora de NO, bem como da sua concentração e da espécie/genótipo 

de planta usada no estudo. Em função disto, embora não se tenha verificado efeito do 

SNP sobre o acúmulo de Al nas raízes, como constatado por Wang e Yang (2005) e 

Wang et al. (2010), optou-se por utilizar este fornecedor de NO na concentração de 

25 µM nas demais avaliações, uma vez que tal valor apresentou menor efeito tóxico 

sobre o AR.  

Os resultados do presente estudo mostram que o SNP, fonte exógena de NO, 

de fato atenua o efeito inibitório do Al sobre o AR (Fig. 3) e que isso pode estar 

associado com a elevação dos teores de NO nos tecidos radiculares (Fig. 4), embora 

os dois genótipos não tenham diferido quanto aos teores de NO detectados. Vários 

artigos indicam que o NO atenua total ou parcialmente os efeitos do Al em várias 

espécies (Wang e Yang 2005; Tian et al., 2007; Zhang et al., 2008; Wang et al., 

2010).  

O NO em plantas é sintetizado basicamente por meio de duas rotas 

metabólicas: uma tem como precursor a L-arginina e envolve a ação da enzima 

sintase do óxido nítrico (NOS) e a outra parte do nitrato (NO3
-
), que é transformado 

em nitrito (NO2
-
) pela ação da redutase do nitrato (RN) e, em seguida, em NO (Neill 

et al., 2003; Crawford 2006; Wilson et al., 2008). A participação destas enzimas e a 

importância relativa de cada uma delas no estabelecimento e manutenção dos níveis 

de NO e suas consequências sobre efeitos tóxicos do Al têm sido determinadas pela 

utilização de três diferentes inibidores: o L-NNA, inibidor específico da NOS, o 

tungstato, inibidor específico da RN e o PTIO, um eliminador de NO. Após a 
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aplicação dos tratamentos com Al e dos inibidores individuais e, ou combinados, 

avalia-se a resposta das plantas em termos do AR e dos teores de NO.  No presente 

estudo verificou-se que o L-NNA e, principalmente, o tungstato, inibidores das 

enzimas envolvidas na produção de NO reduziram os teores de NO e o AR, mas não 

numa intensidade equivalente à do efeito do Al, nos dois genótipos de milho. De 

modo similar, Tian et al. (2007) encontraram reduções semelhantes no alongamento 

radicular de Hibiscus moscheutos submetidos a tratamento com estes dois inibidores. 

Em feijão, entretanto, Wang et al. (2010) observaram redução nos teores de NO, mas 

não no AR de plantas tratadas com tungstato. Já o tratamento isolado com L-NNA 

não interferiu no AR nem no teor de NO. O tratamento das plantas com a 

combinação Al+tungstato aumentou a redução do AR comparativamente aos efeitos 

isolados daqueles inibidores, e manteve o teor de NO reduzido semelhante ao 

tratamento com tungstato. Já a combinação de Al + L-NNA apresentou resultados 

semelhantes ao tratamento isolado com Al. Este tipo de resultado indica que as 

concentrações daqueles inibidores podem não ter sido suficientemente altas para 

inibição total das enzimas NOS e RN.   

A aplicação de SNP às plantas tratadas apenas com L-NNA ou tungstato 

atenuou o efeito destes inibidores sobre o AR em H. moscheutos (Tian et al., 2007). 

No presente estudo os tratamentos combinados de Al + L-NNA e Al + tungstato não 

diferiram do tratamento com Al quanto ao AR e teor de NO e o tratamento com SNP 

recuperou parte da redução do AR e do teor de NO. 

Da mesma forma o tratamento com PTIO, um eliminador de NO, reduziu o 

AR e os teores de NO nos ápices radiculares dos genótipos de milho, mas seu efeito 

não atingiu um nível de intensidade equivalente ao do Al sozinho como se verificou 

em H. moscheutos (Tian et al., 2007). Na concentração de PTIO utilizada e para o 

tempo de tratamento aplicado a redução nos teores de NO dos tecidos radiculares foi 

de apenas 40% do valor do controle nos genótipos UFVM 100 e UFVM 200. Sob 

esta circunstância, entretanto, o PTIO causou uma redução nos teores de NO de até 

22% e 68% daquele imposto pelo Al sozinho. Tanto neste estudo quanto em H. 

moscheutos o SNP atenuou os efeitos deste eliminador de NO. 

Os efeitos dos inibidores L-NNA e tungstato sobre o AR são indicativos da 

importância que as duas enzimas da biossíntese do NO têm não só sobre os teores de 

NO, mas provavelmente sobre a tolerância das plantas ao Al (Wang et al., 2010).  
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Esta expectativa foi confirmada, com a redução da atividade da NOS e da RN 

extraídas de ápices radiculares expostos ao Al.  

Observou-se certa relação entre a redução do teor de NO e a redução do AR 

em plantas tratadas com Al (Figuras 3 e 4). Estudos em Hibiscus moscheutos L. 

(Tian et al., 2007)  e em Arabidopsis thaliana (Illés et al., 2006), também, 

demonstraram este efeito redutor do Al sobre o teor de NO nos tecidos radiculares 

corroborando os resultados do presente estudo. Tian et al. (2007) atribuíram a 

redução no teor de NO nos tecidos radiculares das plantas sob tratamento com Al a 

uma redução na atividade da NOS, já que a atividade da enzima RN não foi alterada 

nestas condições. Por outro lado, Wang et al. (2010)  encontraram incremento no teor 

de NO nos ápices radiculares de plantas de feijão após exposição das plantas ao Al e 

este incremento, segundo os autores, foi resultado de  maior atividade da RN. No 

presente estudo após exposição ao Al, verificou-se inibição das duas enzimas 

principalmente da RN, que foi inibida nos dois genótipos. No caso da atividade da 

NOS a inibição ocorreu apenas no genótipo mais sensível e, esta diferença pode estar 

ligada à tolerância diferencial dos genótipos de milho. 

Com base na quantidade de proteína extraída, a atividade da RN no genótipo 

UFVM 100 foi aproximadamente 3,7 vezes maior e no UFVM 200 foi de 2,6 vezes 

maior do que a da NOS no tratamento controle, indicando ter esta enzima maior 

contribuição na produção de NO nos tecidos de raízes. O somatório das atividades 

das duas enzimas produtoras de NO, parece favorecer o genótipo UFVM 100. Assim, 

aparentemente, este genótipo poderia se beneficiar mais do efeito protetor do NO 

contra os efeitos tóxicos do Al do que o UFVM 200. A maior produção de NO por si 

só, entretanto, parece não ser suficiente para diferenciar os dois genótipos de milho 

quanto à tolerância ao Al. 

Os resultados do presente estudo mostram que o tratamento com Al resultou 

em aumento nos teores de três tipos de intermediários reativos de oxigênio (ROIs) 

mais comuns: peróxido de hidrogênio (H2O2), ânion superóxido (
•
O2

-
) e radical 

hidroxila (
•
OH) apenas no genótipo UFVM 100, considerado sensível a este 

elemento. A elevação nos teores de vários tipos de ROIs devido à ação tóxica do Al, 

resultando em estresse oxidativo em várias espécies tem sido amplamente relatada na 

literatura (Cakmak e Horst, 1991; Ezaki et al., 2000; Boscolo et al., 2003; Yamamoto 

et al., 2003; Jones et al., 2006; Tamás et al., 2006; Tabaldi et al., 2009; Yin et al., 

2010a). O estresse oxidativo, por sua vez, promove a oxidação de biomoléculas 
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fundamentais tais como lipídios, pigmentos, proteínas e ácidos nucléicos (Tamás et 

al., 2006) resultando, em última análise, em redução do AR (Yamamoto et al., 2003; 

Kobayashi et al., 2004). 

A aplicação de SNP, fornecedor exógeno de NO, reduziu os teores de H2O2 e 

•
O2

- 
nos dois genótipos de milho estudados, com aproximadamente a mesma 

intensidade, confirmando a ideia de que o NO tem efeito atenuador sobre o estresse 

oxidativo como sugerem Shi et al. (2007) e Liu et al. (2007). 

O ânion superóxido é primariamente formado pelas oxidases do NADPH 

associadas à membrana plasmática, sendo dismutado a H2O2 e oxigênio (O2) pela 

SOD (Matsumoto e Motoda 2011). O H2O2 atua como molécula sinalizadora nas 

células, além de fornecer os elétrons para polimerização de compostos fenólicos para 

a síntese de lignina, causando o enrijecimento da parede celular. Portanto, o 

incremento do teor de H2O2 durante estresse por Al pode contribuir para o aumento 

da lignificação das paredes celulares. Além disso, as distorções da parece celular 

causadas pela lignina podem induzir a formação de rupturas na região da rizoderme e 

camadas externas do córtex (Matsumoto e Motoda 2011) como verificado no 

capítulo 1. Duas possíveis vias fornecem H2O2 para síntese de lignina: uma via é a 

produção a partir da dismutação dos radicais ânions superóxidos pela Cu-Zn-SOD 

(SOD) gerados pelas NAD(P)H oxidases (Babourina, 2006). A outra via seria através 

de peroxidases ligadas à parede celular que são responsáveis pela produção do H2O2 

utilizando NADPH ou NADH (Xue et al., 2008). 

O acúmulo de ROIs induzido pelo Al ou outro agente estressante resulta na 

oxidação de biomoléculas, como os lipídios, proteínas e ácidos nucleicos (Mittler, 

2002; Sharma e Dubey, 2007). Dentre essas biomoléculas, os lipídios têm sido 

considerados importantes alvos da ação fitotóxica do Al (Cakmak e Host, 1991; 

Tabaldi et al., 2009). Yamamoto et al. (2001), contudo, sugerem que, em ervilha, a 

peroxidação de lipídios não seja a causa primária da inibição do AR, mas apenas um 

sintoma precoce da toxidez do Al. No presente trabalho, concomitante ao aumento 

nos teores de ROIs verificou-se elevação nas taxas de peroxidação de lipídios (Fig. 9 

A) e maior atividade da LOX (Fig. 9 B) em plantas tratadas com Al apenas no 

genótipo UFVM 100. Semelhante aos resultados obtidos em nosso estudo, 

Giannakoula et al. (2010) também observaram aumentos expressivos na produção de 

ROIs e na taxa da peroxidação de lipídios nas raízes de um genótipo de milho 

sensível ao Al. Geralmente, os genótipos sensíveis apresentam sistemas de defesa 
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antioxidativos menos eficientes e, portanto, menor proteção contra os danos 

oxidativos causados pelo Al (Tabaldi et al., 2009; Giannakoula et al., 2010). 

A aplicação de SNP às plantas tratadas com Al teve efeito atenuador sobre a 

peroxidação de lipídieos induzida pelo Al, apenas no genótipo UFVM 200 (Fig. 9 

A). A atividade da LOX aumentou com a aplicação de Al apenas no genótipo UFVM 

100 e, este aumento, foi reduzido pela aplicação de SNP (Fig. 9 B). Em Cassia tora 

L. (Wang e Yang, 2005) tanto o aumento da atividade da LOX quanto a peroxidação 

de lipídios induzidas por Al foram atenuadas pelo tratamento com SNP.  

A capacidade das plantas reduzir o estresse oxidativo após a exposição ao Al 

pode ser importante componente na tolerância ao Al (Jones et al., 2006; Tamás et al., 

2006; Giannakoula et al., 2010; Yin et al., 2010b). Enquanto plantas tolerantes 

produzem menos ROIs, nas plantas sensíveis a ação tóxica do Al induz forte estresse 

oxidativo e intensas reações de peroxidação (Lin e Kao, 2001). Para suportar 

condições de estresse oxidativo, as plantas possuem vários sistemas enzimáticos e 

não enzimáticos de eliminação dos ROIs produzidas sob toxidez de Al (Noctor et al., 

2002; Mittler et al., 2004; Miller et al., 2008). Acredita-se que a atividade destas 

enzimas e, ou a presença de metabólitos antioxidantes, envolvidos na tolerância ao 

estresse oxidativo, possa estar relacionado com o metabolismo de NO. Na tentativa 

de comprovar esta hipótese, estudou-se a influência da aplicação de SNP sobre os 

efeitos do Al e sobre a atividade de enzimas e teores de metabólitos do sistema 

antioxidativo. 

A CAT parece ter sido a enzima antioxidativa mais importante para a maior 

tolerância do genótipo UFVM 200 ao Al. A SOD embora tenha sido ativada pelo 

tratamento com Al, o foi com intensidade similar nos dois genótipos. As enzimas 

APX e POX parecem ter pequena ou nenhuma influência sobre os teores de ROIs, 

induzidos pelo estresse com Al. 

O NO pode atenuar os danos oxidativos dos ROIs por reação direta com o 

ânion superóxido (NO + 
•
O2

-
) ou com o peróxido de hidrogênio (NO

+ 
+ H2O2), 

respectivamente, produzindo peroxinitrito (Neil et al., 2003), mas pode também 

ativar enzimas antioxidativas como CAT, SOD, APX e POX (Wang et al., 2010). 

Contrariando esta idéia, foi verificado que os aumentos nas atividades da SOD e 

CAT induzidos pelo Al observados no presente trabalho não foram eliminados pelo 

tratamento com SNP e, portanto, pelo menos para as concentrações de SNP 

utilizadas no presente experimento, a possibilidade de consumo dos ROIs, substrato 
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das enzimas, por reação com NO (Neil et al., 2003) ou ativação das enzimas 

envolvidas, conforme sugerido por Wang et al., (2010) fica comprometida.  

Por outro lado, o aumento na atividade da enzima GR induzido por Al foi 

eliminado totalmente pelo tratamento com SNP, indicando um possível 

envolvimento do NO. Esta enzima catalisa a regeneração da GSH a partir da GSSG 

que é produzido pela transformação do DHA a AA, mediante catálise da DHAR, 

contribuindo para a manutenção homeostática dos ROIs no interior das células 

(Noctor e Foyer, 1998; Aravind e Prasad, 2005). A GSH, por sua vez, uma vez 

formada, serve de substrato para GPX que atua na decomposição do excesso de H2O2 

produzido pelo estresse oxidativo induzido por Al (Drazkiewicz et al., 2003). 

Adicionalmente, o GSH pode atuar diretamente como antioxidante celular (Ascher, 

1989), protegendo as células contra os possíveis danos causados pelo acúmulo de 

(ROIs), formadas durante o estabelecimento de um estresse oxidativo (Ruegsegger e 

Brunold, 1992; Yamaguchi et al., 1999; Nagalakshmi e Prasad, 2001). No caso do 

genótipo UFVM 100, as plantas tratadas com Al ao serem expostas ao doador 

exógeno de NO (SNP) exibiram atividade da GR menor do que do controle, 

indicando pequena regeneração do GSH com possíveis consequências sobre o 

equilíbrio de redox das células do ápice radicular. Evidentemente que esta é uma 

visão um tanto quanto simplista, uma vez que o teor de GSH no interior das celulas 

vegetais é dependente não apenas desta reação de regeneração, mas de um complexo 

balanço entre sua biossíntese e degradação, envolvendo outras enzimas como a 

sintetase da γ-glutamilcisteína (γ-GCS) e sintetase da glutationa (May et al., 1998; 

Noctor e Foyer, 1998; Noctor et al., 2002). De qualquer modo, fica implícito que a 

tolerância a estresses abióticos como o estabelecido sob concentrações tóxicas de Al, 

pode depender da capacidade da planta em manter o equilíbrio redox no interior das 

suas células (Noctor et al., 2002). 

A peroxidase da glutationa (GPX) é, também, considerada importante 

componente do sistema enzimático antioxidativo, convertendo H2O2 em H2O, pela 

utilização de glutationa reduzida (GSH) (Chaoui et al., 1997). O tratamento das 

plantas com Al aumentou a atividade desta enzima nos dois genótipos, 

principalmente no genótipo UFVM 200 (Fig. 8 B). Os resultados do presente 

trabalho corroboram os de Xu et al. (2011), que encontraram maior atividade da GPX 

em raízes de plantas de trigo tolerantes submetidas ao Al. A aplicação de SNP 

reduziu a atividade da GPX nos dois genótipos, principalmente no mais tolerante. A 
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sua adição às plantas já tratadas com Al, entretanto, resultou em aumento adicional 

na atividade desta enzima, nos dois genótipos. Como esta enzima faz parte do ciclo 

ascorbato-glutationa (Noctor e Foyer, 1998) o aumento de sua atividade deveria ter 

resultado em aumento proporcional na atividade da GR. Como a atividade da GR 

decresceu nas plantas tratadas com Al+SNP atingindo valores similares aos da GPX 

acredita-se que, nesta condição, atingiu-se um equilíbrio na interconversão 

GSH/GSSG.   

O tratamento das plantas com Al resultou em redução da atividade das 

enzimas DHAR e a MDHAR (Fig. 10). A aplicação de SNP às plantas tratadas com 

Al aumentou a atividade da MDHAR nos dois genótipos e da DHAR apenas no 

genótipo UFVM 100. A ação combinada destas duas enzimas deve ter contribuído 

para a sustentação dos níveis de AA, importante metabólito antioxidante, servindo 

como substrato para a APX e, ou reagindo diretamente com H2O2 (Noctor e Foyer, 

1998). Provavelmente, se estas enzimas não tivessem sido ativadas os decréscimos 

nos teores de AA teriam sido maiores, comprometendo o equilíbrio de redox celular 

(Noctor e Foyer, 1998). É interessante observar que o tratamento com Al resultou 

numa redução no teor total de AA+DHA, provavelmente através de uma redução na 

biossíntese do ascorbato, efeito este que não foi atenuado pela aplicação de SNP. 

Este doador de NO, também, não teve efeito benéfico sobre a relação AA/DHA. O 

genótipo UFVM 200, além de maior atividade destas duas enzimas, foi capaz de 

manter maiores teores de AA, tanto na presença de Al como da combinação Al+SNP, 

exibindo um mecanismo de defesa antioxidativo mais eficiente e pode ser parte da 

explicação de sua maior tolerância ao Al comparada ao genótipo UFVM 100. 

 

5. CONCLUSÕES 

 

A exposição de plantas de milho ao Al resultou em intensa absorção e 

acúmulo deste elemento nas raízes das plantas dos dois genótipos de milho 

estudados. O acúmulo de Al nos ápices radiculares resultou em aumento na produção 

de intermediários reativos de oxigênio (ROIs) gerando estresse oxidativo, 

caracterizado por aumento na peroxidação de lipídios e na atividade da LOX. 

Concomitante ao estabelecimento de um estresse oxidativo, observou-se aumento na 

atividade de várias enzimas (SOD, CAT, POX, GR e GPX) e na concentração de 

alguns metabólitos antioxidativos o ciclo do ascorbato, provavelmente componentes 
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de um mecanismo de tolerância destas plantas ao Al. A aplicação exógena de NO 

(SNP) mostrou que a manutenção da homeostase celular de NO é importante 

componente na atenuação do efeito inibitório do Al sobre o alongamento radicular. O 

efeito protetor da aplicação de SNP parece ser resultado de uma reação direta do NO 

com os ROIs ou de uma elevação da atividade de certas enzimas antioxidativas, que 

não apenas eliminam os ROIs produzidos, mas controlam os níveis de certos 

metabólitos antioxidativos fundamentais. O genótipo UFVM 200 exibiu melhores 

respostas bioquímicas ao estresse causado por Al, principalmente na presença de NO 

que, em conjunto, demostram a razão dele possuir maior tolerância ao Al do que o 

UFVM 100. 

 

6. CONCLUSÕES GERAIS 

 

A exposição de plantas de milho ao Al resultou em intensa absorção e 

acúmulo de Al nas raízes das plantas dos genótipos de milho estudados. Os dois 

genótipos de milho submetidos a níveis tóxicos de Al sofreram reduções no 

alongamento radicular com maior intensidade no genótipo UFVM 100, considerado 

mais sensível a este elemento. Verificou-se por análise química, teste de 

hematoxilina e microscopia eletrônica de varredura com energia dispersiva de raios-

X (EDS) que houve acúmulo de Al nos ápices radiculares. Este acúmulo de Al nos 

ápices radiculares causou alterações morfológicas na região meristemática nos dois 

genótipos, especialmente no UFVM 100. O acúmulo de Al foi acompanhado por 

elevação nos teores de P indicativo de uma possível precipitação de fosfato de Al no 

apoplasto dos ápices radiculares. O aumento dos teores de Al nos ápices radiculares 

induziu a produção de intermediários reativos de oxigênio (ROIs) resultando em 

estresse oxidativo, caracterizado por peroxidação de lipídios e aumento na atividade 

da LOX. Concomitante ao estabelecimento do estresse oxidativo, observou-se 

aumento na atividade de algumas enzimas (SOD, CAT, POX, GR e GPX) e na 

concentração de metabólitos antioxidativos indicativo departicipação ativa destes 

componentes no mecanismo de tolerância ao Al. A aplicação exógena de NO (SNP) 

restabeleceu a homeostase celular de NO atenuando o efeito inibitório do Al sobre o 

alongamento radicular. O efeito protetor da aplicação de SNP parece ser resultado de 

reação direta do NO com os ROIs e de uma elevação da atividade de algumas 

enzimas antioxidativas, que não apenas eliminam os ROIs produzidos mas controlam 
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os níveis de certos metabólitos do ciclo do ascorbato. O genótipo UFVM 200 exibiu 

melhores respostas bioquímicas ao estresse causado por Al, principalmente na 

presença de NO que, em conjunto, demostram ter ele maior tolerância ao Al do que o 

UFVM 100. 
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