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RESUMO 
 

RIBEIRO, Cleberson. D.Sc. Universidade Federal de Viçosa, abril de 2011. 
Crescimento, morfologia e mudanças no sistema antioxidativo em raízes de 
arroz, submetidas ao alumínio. Orientador: José Cambraia, Co-orientadores: 
Marco Aurélio Pedron e Silva e Marco Antônio Oliva Cano. 

 

 Em solos ácidos, a toxicidade do alumínio (Al) é um dos principais fatores 

que limita o crescimento e o desenvolvimento das plantas. A exposição de plantas a 

níveis tóxicos desse elemento pode elevar a produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) e, consequentemente, induzir estresse oxidativo. Para evitar o 

acúmulo excessivo de ROS, as plantas utilizam sistemas de defesa antioxidativo 

envolvendo certos metabólitos e diversas enzimas antioxidativas. O presente trabalho 

objetivou avaliar alguns danos causados pelo Al sobre o crescimento e a morfologia 

das raízes e as respostas do sistema ascorbato/glutationa em dois cultivares de arroz: 

Fernandes (CNA-1158) e Maravilha (CNA-6843-1), considerados tolerante e 

sensível ao Al, respectivamente. Após nove dias de tratamento das plantas com Al 

nas concentrações de 0 e 1 mM foram avaliados os efeitos desse metal sobre o 

crescimento e morfologia das raízes, sobre os teores das ROS, ascorbato (AA), 

desidroascorbato (DHA), glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG) e 

sobre as atividades das enzimas dismutase do superóxido (SOD), peroxidase do 

ascorbato (APX), catalase (CAT), peroxidase (POX), peroxidase da glutationa 

(GPX), redutase da glutationa (GR), γ-glutamilcisteinil sintase (γ-GCS), glutationa S-

transferase (GST), redutase do monodesidroascorbato (MDHAR) e redutase do 

desidroascorbato (DHAR). O cultivar Maravilha apresentou maior acúmulo de Al e 

menor crescimento de suas raízes do que o cultivar Fernandes. O Al acumulou-se 

especialmente nos ápices radiculares dos dois cultivares, mas as raízes do cultivar 

Maravilha, tornaram-se mais grossas do que as do cultivar Fernandes. O acúmulo de 

Al provocou danos estruturais, com ruptura das células da coifa, alterando a 

morfologia externa dos ápices radiculares dos dois cultivares de arroz, 

principalmente no cultivar Maravilha. O cultivar Fernandes apresentou menor teor de 

ROS e menor grau de peroxidação de lipídios do que o cultivar Maravilha, 

caracterizando sua maior tolerância ao Al. O cultivar Fernandes apresentou, também, 

maior atividade das enzimas SOD, APX, CAT e POX e maior regeneração do AA 

em suas raízes, indicativo de um mecanismo mais eficiente na eliminação do excesso 
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de ROS produzido durante o estresse oxidativo causado por Al. As atividades das 

enzimas γ-GCS e GR, envolvidas na síntese e regeneração da glutationa, 

respectivamente, aumentaram nas raízes do cultivar Fernandes, enquanto no cultivar 

Maravilha, apenas a enzima γ-GCS apresentou aumento em sua atividade no 9º dia 

de tratamento com Al. A atividade da GPX aumentou nas raízes dos dois cultivares 

tratados com Al, mas no cultivar Maravilha o efeito do Al foi menos intenso e mais 

tardio. O cultivar Fernandes, na presença de Al, foi capaz de manter teores de GSH e 

da relação GSH/GSSG mais elevados e, portanto, compatíveis com a operação de 

melhor tampão de redox do que no cultivar Maravilha. Portanto, a maior parte da 

capacidade do arroz tolerar o estresse oxidativo causado por Al parece ser resultado 

da operação sincronizada de sistemas enzimáticos e não-enzimáticos relacionados 

com o metabolismo do ascorbato e da glutationa. Tanto a atividade das enzimas 

quanto os teores de ascorbato e, ou de glutationa indicam maior eficiência do sistema 

ascorbato/glutationa no cultivar Fernandes do que no cultivar Maravilha.   
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ABSTRACT 
 

RIBEIRO, Cleberson. D.Sc. Universidade Federal de Viçosa, April de 2011. 
Growth, morphology and changes in the antioxidative system in roots of rice, 
submitted to the aluminum. Adviser: José Cambraia, Co-advisers: Marco 
Aurélio Pedron e Silva and Marco Antônio Oliva Cano. 

 

 In acid soils, aluminum (Al) toxicity is one of the main factors limiting plant 

growth and development. The exposure of plants to toxic levels of this element can 

increase the reactive oxygen species (ROS) production and, consequently, to induce 

oxidative stress. To avoid excessive accumulation of ROS, plants make use of 

antioxidative defense systems involving metabolites and several antioxidative 

enzymes. The present work aimed to evaluate some damages caused by Al on root 

growth and morphology and on ascorbate/glutathione system responses in two rice 

cultivars: Fernandes (CNA-1158) and Maravilha (CNA-6843-1), considered tolerant 

and sensitive to Al, respectively. Nine days after plant treatment with Al 0 and 1 

mM, the effects of Al on root growth and morphology, on ROS, ascorbate (AA), 

dehydroascorbate (DHA), reduced glutathione (GSH) and oxidized glutathione 

(GSSG) contents and on the activities of the enzymes superoxide dismutase (SOD), 

ascorbate peroxidase (APX), catalase (CAT), peroxidase (POX), glutathione 

peroxidase (GPX), glutathione reductase (GR), γ-glutamycysteine synthetase (γ-

GCS), glutathione S-transferase (GST) monodehydroascorbate reductase (MDHAR) 

and dehydroascorbate reductase (DHAR) were evaluated. Maravilha cultivar showed 

higher Al accumulation and lower root growth than Fernandes cultivar. Aluminum 

accumulated especially in root tips in both cultivars, but the root of Maravilha 

cultivar became thicker than those of Fernandes cultivar. The accumulation of Al 

caused structural root damages, with rupture of the cells of the root cap, changing the 

external morphology of the roots tips in both rice cultivars, mainly in Maravilha 

cultivar. Fernandes cultivar showed lower ROS content and lower degree of lipid 

peroxidation than Maravilha cultivar, characterizing its higher tolerance to Al. 

Fernandes cultivar showed, also, larger activity of the SOD, APX, CAT and POX 

enzymes and larger regeneration of AA in its roots, indicative of a more efficient 

mechanism in the elimination of the excess of ROS produced during the oxidative 

stress caused by Al. The activities of the enzymes γ-GCS and GR, involved with the 

synthesis and regeneration of the glutathione, respectively, increased in the roots of 
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the Fernandes cultivar, while in Maravilha cultivar only γ-GCS showed an increase 

in activity in the 9th day of treatment with Al. The activity of GPX increased in the 

roots of both cultivars treated with Al, but in the Maravilha cultivar Al effect was 

less intense and occurred later. Fernandes cultivar, in Al presence, was capable to 

maintain a GSH content and GSH/GSSG ratio higher and, therefore, a better buffer 

redox than the Maravilha cultivar. Therefore, most of the rice tolerance capacity to 

tolerate the oxidative stress caused by Al seems to be result of a synchronized 

operation of enzymatic and non-enzymatic systems associated with the metabolism 

of ascorbate and glutathione. The antioxidative enzyme activities as well as ascorbate 

and, or glutathione contents indicate a higher efficiency of the ascorbate/glutathione 

system in Fernandes cultivar than in Maravilha cultivar.  
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

O Al é o metal mais abundante e o terceiro elemento mais comum na 

superfície da terra (Kochian, 1995), correspondendo a aproximadamente 7% da 

massa total do planeta (Delhaize e Ryan, 1995).  Em solos ácidos, a toxidez por Al 

constitui um dos principais fatores que limita o crescimento e o desenvolvimento das 

plantas (Kochian, 1995; Tahara et al., 2008). Em função de sua carga elétrica 

positiva, o Al pode reagir com inúmeros sítios nas células, alvos potenciais da sua 

injúria, incluindo a parede celular, a membrana plasmática, o citoesqueleto e o 

núcleo (Kochian et al., 2004; Zheng e Yang, 2005).  

Dentre as culturas vegetais de grande importância econômica, o arroz (Oryza 

sativa L.) se destaca por apresentar cultivares com ampla variação de tolerância ao 

alumínio (Al) (Fageria et al., 1988; Ma et al., 2002). A utilização de técnicas 

bioquímicas, moleculares e anatômicas torna possível a avaliação e a visualização da 

intensidade dos danos gerados pelo Al ao metabolismo das plantas, que, 

consequentemente, podem auxiliar a identificação de possíveis mecanismos de 

tolerância.  

Por estar em contato direto com esse metal, a raiz é a parte da planta que sofre 

maior intensidade dos efeitos fitotóxicos do Al, (Delhaize e Ryan, 1995). Portanto, 

ao entrarem em contato com níveis tóxicos de Al, as plantas podem apresentar 

alterações na arquitetura de suas raízes. Os danos mais frequentes gerados pelo Al 

nos sistemas radiculares são a redução na formação de raízes laterais e pêlos 

radiculares, alteração na cor, engrossamento, atrofia e curvatura das raízes 

(Ciamporova, 2002).  

O Al também pode induzir alterações no metabolismo das plantas sendo 

capaz de induzir o estresse oxidativo, alterando o estado de oxi-redução de certos 

componentes celulares, resultando no aumento da produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) (Richards et al., 1998; Ezaki et al., 2000; Tamás et al., 2006). As 

ROS podem se acumular nos tecidos vegetais, atingindo níveis tóxicos capazes de 

levar as células à morte (Mittler, 2002). As plantas podem ativar sistemas de defesa 

antioxidativos (Boscolo et al., 2003; Kuo e Kao, 2003; Darkó et al., 2004; 

Simonovicová et al., 2004) para evitar a formação e/ou acúmulo de ROS. Esses 

sistemas de defesa parecem envolver mecanismos enzimáticos e não-enzimáticos 

para eliminação das ROS produzidas sob condições de estresse oxidativo 
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(Scandalios, 1993; Mittler, 2002). As principais enzimas envolvidas no controle 

homeostático das ROS são a superóxido dismutase (SOD), a peroxidase do ascorbato 

(APX), a catalase (CAT) e a peroxidase (POX). Já os principais sistemas de defesa 

não enzimático são os metabólitos ascorbato (AA) e glutationa (GSH) (Noctor e 

Foyer, 1998).  

O ascorbato, considerado importante metabólito na manutenção do estado 

redox das plantas, está presente em praticamente todos os compartimentos celulares 

(Smirnoff, 2000). Esse metabólito desempenha diversas funções no interior das 

células, especialmente como molécula antioxidativa, promovendo a eliminação das 

ROS (Horemans et al., 2000; Ishikawa et al., 2006). O ascorbato, juntamente com as 

enzimas peroxidase do ascorbato (APX), redutase do monodesidroascorbato 

(MDHAR) e redutase do desidroascorbato (DHAR) faz parte do sistema ascorbato, 

mecanismo extremamente eficiente na remoção de ROS e na manutenção do estado 

redox das células (Dipierro et al., 2005). 

  Assim como o ascorbato, a glutationa apresenta papel crucial na defesa 

contra danos oxidativos gerados durante estresses bióticos e abióticos (Noctor et al., 

1998). A glutationa é um tripeptídeo formado pelas moléculas de glutamato, cisteína 

e glicina sendo, por isso, denominada gama-glutamil-cisteinil-glicina (γ-Glu-Cis-Gli) 

(Foyer et al., 2001). A glutationa é amplamente distribuída em plantas, podendo ser 

encontrada tanto na forma reduzida (GSH) quanto na forma oxidada (GSSG) 

(Meister, 1988). Considerada como o tiol não-protéico mais abundante no interior 

das células, a GSH atua como fonte endógena de enxofre (S), sendo a principal 

forma de armazenamento e translocação desse elemento em plantas.  

 Devido a grande importância da GSH para o metabolismo vegetal, vários 

estudos têm sido realizados e numerosas funções fisiológicas têm sido atribuídas a 

esse metabólito em plantas. Uma delas está relacionada a sua capacidade de atuar 

como antioxidante celular (Ascher, 1989), função esta dependente do grupamento -

SH do resíduo de cisteína (May et al., 1998). Assim, a GSH protege as células contra 

os possíveis danos causados pelo acúmulo de espécies reativas de oxigênio (ROS), 

formadas durante o estabelecimento de um estresse oxidativo (Rüegsegger e 

Brunold, 1992; Yamaguchi et al., 1999; Nagalakshmi e Prasad, 2001). Para eliminar 

o excesso das ROS produzidas sob condições estressantes, a GSH pode reagir 

diretamente com as ROS ou, indiretamente, servindo como substrato da enzima 

peroxidase da glutationa (GPX) (Eshdat et al., 1997; Noctor et al., 1998).  
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 O teor da forma reduzida da glutationa (GSH) no interior das células vegetais 

é determinado pelo balanço entre sua biossíntese e degradação, bem como da 

atividade de enzimas relacionadas a sua regeneração. As enzimas sintetase da γ-

glutamilcisteína (γ-GCS) e sintetase da glutationa (GSH-S) catalisam reações de 

síntese da glutationa (May et al., 1998; Noctor e Foyer, 1998; Noctor et al., 2002). Já 

a enzima redutase da glutationa (GR) catalisa a reação de regeneração da GSH a 

partir da GSSG (Noctor e Foyer, 1998; Mittler, 2002). Por sua vez, as enzimas 

glutationa S-transferase (GST), sintetase da fitoquelatina e peroxidase da glutationa 

catalisam reações de degradação da GSH (Marrs, 1996; Eshdat et al., 1997; Semane 

et al., 2007). Portanto, o desempenho das funções da glutationa no metabolismo 

vegetal depende da capacidade da planta em manter seu teor homeostático no interior 

das células (Noctor et al., 2002).  

Entre as culturas de importância econômica, o arroz tem sido considerado 

uma das mais tolerantes a níveis tóxicos de alumínio. Portanto, um estudo 

aprofundado de algumas rotas metabólicas, como é o caso do sistema ascorbato e do 

metabolismo da glutationa, são extremamente importante para se conhecer os 

possíveis mecanismos que conferem a essa espécie maior tolerância ao Al.  

 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

 Avaliar os efeitos do sistema ascorbato e do metabolismo da glutationa sobre 

a ação oxidativa das ROS produzidas sob condições de níveis tóxicos de alumínio em 

dois cultivares de arroz (Oryza sativa L.).  
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2.2. Objetivos específicos 

 
Avaliar, em dois cultivares de arroz, submetidos ao alumínio, os efeitos desse 

elemento sobre: 

 

a) o crescimento e a morfologia externa das raízes; 

b) os teores das ROS produzidas durante o estresse; 

c) as atividades brutas de enzimas antioxidativas e as atividades específicas 

de suas isoformas; 

d) as atividades e os teores dos constituintes do sistema ascorbato; 

e) as atividades das enzimas envolvidas no metabolismo da glutationa. 
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CAPÍTULO I 

 

INFLUÊNCIA DE NÍVEIS TÓXICOS DE ALUMÍNIO SOBRE O 

CRESCIMENTO E A MORFOLOGIA DE RAÍZES DE ARROZ  

 
Resumo 
 

 
 Em solos ácidos, a toxicidade do alumínio (Al) é um dos principais fatores 

que limita o crescimento e o desenvolvimento das plantas. Os danos gerados pelo Al 

às plantas são observados inicialmente nas raízes, principalmente nos ápices 

radiculares, onde ocorrem os maiores acúmulos desse elemento. Inibição do 

crescimento radicular, redução na massa seca e alterações estruturais na morfologia 

das raízes são alguns dos danos mais frequentes causados por níveis tóxicos de Al. O 

objetivo do presente trabalho foi avaliar os danos causados pelo Al nas raízes de dois 

cultivares de arroz: Fernandes (CNA-1158) e Maravilha (CNA-6843-1), 

considerados tolerante e sensível ao Al, respectivamente. Após nove dias de 

tratamento das plantas com Al nas concentrações de 0 e 1 mM, pH 4,0, foram 

avaliados o acúmulo de Al, o comprimento e a morfologia das raízes. O teor de Al 

foi maior nos tecidos radiculares do cultivar Maravilha, resultado que pode ter 

contribuído para a redução do crescimento radicular e da massa seca neste cultivar. 

Os maiores acúmulos de Al foram observados nos ápices radiculares, fato 

evidenciado pela reação com hematoxilina. Com o aumento no tempo de exposição 

ao Al, a coloração se tornou mais intensa, evidenciando maior absorção e acúmulo de 

Al nos tecidos radiculares. O cultivar Maravilha, além de apresentar maior 

intensidade na coloração das raízes, também apresentou engrossamento radicular 

após exposição ao Al, resultados não observados para o cultivar Fernandes. Os 

acúmulos de Al nos ápices radiculares dos dois cultivares de arroz causaram danos às 

células da coifa que, aparentemente, foram caracterizados pela ruptura das células da 

epiderme, o que resultou em alterações na morfologia externa das raízes. O cultivar 

Fernandes, foi capaz de crescer e se desenvolver mesmo após exposição ao Al, 

evidenciando maior tolerância a esse metal. 

 

Palavras-chave: toxicidade do alumínio, ápice radicular, Oryza sativa L., 

crescimento radicular, morfologia da raiz  
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1. Introdução  
 
 

O alumínio (Al) é o metal mais abundante e o terceiro elemento mais comum 

na superfície da terra (Kochian, 1995), correspondendo a aproximadamente 7% da 

massa total do planeta (Delhaize e Ryan, 1995).  Em solos ácidos, a toxidez causada 

pelo Al constitui um dos principais fatores que limita o crescimento e o 

desenvolvimento das plantas (Kochian, 1995; Tahara et al., 2008).  

A forma de octaedro hexahidratado, Al(H2O)6, mais conhecida como Al3+, é 

predominante em soluções com pH abaixo de 5,0, sendo considerada a forma mais 

tóxica para as plantas (Delhaize e Ryan, 1995). Após ser absorvido pelas células 

radiculares, o Al tende a acumular, preferencialmente no ápice das raízes, 

promovendo inibição do alongamento e, também, da divisão celular (Kochian, 1995). 

Dependendo da espécie em estudo, os sintomas de toxicidade ao Al podem aparecer 

em poucos minutos após exposição a concentrações tóxicas desse metal (Doncheva 

et al., 2005). Os danos mais frequentes da toxicidade do Al em plantas são a redução 

no crescimento radicular, formação de calose e deposição de lignina (Ryan et al., 

1992; Tahara et al., 2008). Dentre esses danos, a redução no crescimento radicular é 

o sintoma mais notável da fitotoxicidade do Al, o que pode resultar em decréscimo 

na absorção de água e nutrientes minerais e, consequentemente, limitar o crescimento 

de toda a planta (Kochian, 1995). 

Em função de sua carga elétrica positiva, o Al pode reagir com inúmeros 

sítios nas células, alvos potenciais de sua injúria, incluindo a parede celular, 

membrana plasmática, citoesqueleto e núcleo (Kochian et al., 2004; Zheng e Yang, 

2005). Plantas expostas a níveis tóxicos de Al podem apresentar alterações na 

arquitetura de suas raízes. Redução na formação de raízes laterais e pêlos radiculares, 

alteração na cor, engrossamento, atrofia e curvatura das raízes são as principais 

modificações externas que caracterizam o estresse gerado pelo Al ao sistema 

radicular (Ciamporova, 2002).  

De forma geral, a intensidade dos danos gerados pelo Al é dependente 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 ao Al pode variar dentro ou entre espécies, sendo que as tolerantes, 

geralmente, apresentam mecanismos que permitem o crescimento e desenvolvimento 

normal da planta após exposição ao Al (Giannakoula et al., 2010). A tolerância das 
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plantas ao Al parece ser resultado da operação concomitante ou não de mecanismos 

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

Dentre as culturas vegetais de grande importância econômica, o arroz (Oryza 

sativa L.) se destaca por apresentar cultivares com elevada tolerância ao Al (Fageria 

et al., 1988; Ma et al., 2002). Dessa forma, é extremamente interessante identificar 

cultivares mais tolerantes ao Al, e se conhecer seus possíveis mecanismos de 

tolerância. A utilização de técnicas bioquímicas, moleculares e anatômicas torna 

possível a avaliação e visualização da intensidade dos danos causados pelo Al ao 

metabolismo das plantas bem como a identificação de possíveis mecanismos de 

tolerância a esse elemento.  

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos do acúmulo 

de Al sobre o crescimento e morfologia externa das raízes de dois cultivares de arroz 

com tolerância diferencial ao Al. 

 
2. Material e métodos 

 

2.1. Material vegetal e condições de crescimento 

 

Nos experimentos foram utilizados dois cultivares de arroz (Oryza sativa L.) 

com tolerância diferencial ao Al: Fernandes (CNA-1158) e Maravilha (CNA-6843-

1), considerados tolerante e sensível ao Al, respectivamente, fornecidos pela 

Embrapa - Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijão. 

As sementes dos dois cultivares, selecionadas quanto ao tamanho e forma, 

foram tratadas com ácido sulfúrico 98% (v/v), por 1 minuto. Em seguida, foram 

lavadas em água corrente e esterilizadas superficialmente com hipoclorito de sódio 

3% (v/v) por 15 minutos, e então, lavadas novamente em água corrente e enxaguadas 

em água desionizada. As sementes foram germinadas em rolos de papel germitest 

mergulhados em solução nutritiva de Clark (Clark, 1975), pH 4,0, com um terço da 

força iônica original, sob aeração contínua.  

Plântulas com 12 dias de idade foram selecionadas quanto à uniformidade de 

tamanho e forma e transplantadas para vasos de polietileno contendo 1,8 L de 

solução nutritiva de Clark (Clark, 1975), pH 4,0, e submetidas aos tratamentos com 

Al nas concentrações de 0 e 1,0 mM, aplicado na forma de AlCl3, durante 3, 6 e 9 

dias. O experimento foi conduzido em sala de crescimento com temperatura 
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controlada (25±3ºC), fluxo de radiação fotossinteticamente ativa de 230 µmol m-2 s-1 

e fotoperíodo de 16 h. As soluções nutritivas foram continuamente aeradas, os pHs 

ajustados diariamente para 4,0 e renovadas a cada 3 dias. 

A cada 3 dias, após inicio do experimento, as raízes foram colhidas, lavadas 

em água corrente e enxaguadas em água desionizada e, então, amostras foram 

retiradas para as diversas análises químicas e morfológicas. 

 

2.2. Determinação do efeito do Al sobre o comprimento e peso seco das raízes   

 

Após exposição das plantas dos dois cultivares de arroz ao nível tóxico de Al, 

o comprimento da raiz foi medido com o uso de paquímetro digital. O sistema 

radicular foi, então, lavado em água corrente e desionizada e colocado para secar em 

estufa convencional, a 80ºC, até obtenção de peso constante.  

 

2.3. Determinação dos teores de Al nos ápices radiculares 

 

O Al dos ápices radiculares com aproximadamente 1 cm e 50 mg de massa 

fresca, foi extraído com 1 mL de HCl 2N durante 48 h (Wang e Yang, 2005) e 

determinado por espectrofotometria de absorção atômica em forno de grafite 

(Shimadzu AA-6701F). 

 

2.4. Coloração das raízes por hematoxilina 

 

 A intensidade de acúmulo de Al nas raízes foi analisada pela coloração com 

hematoxilina férrica (Polle et al., 1978). Após exposição das plantas ao tratamento 

com Al, as raízes foram mergulhadas em solução de hematoxilina férrica 0,2% (p/v) 

em NaIO3 0,02% (p/v), durante 15 minutos. Para eliminar o excesso de corante, as 

plantas foram removidas e transferidas para recipientes contendo água deionizada, 

sob aeração, por 30 min. Finalmente, as raízes foram coletadas e fotografadas em 

estereomicroscópio (Zeiss Stemi, modelo DV4).  
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2.5. Análise da micromorfologia dos ápices radiculares 

 

A micromorfologia dos ápices radiculares foi avaliada por microscopia 

eletrônica de varredura. Ápices radiculares, de aproximadamente 1 cm, obtidos a 

partir das raízes principais dos dois cultivares de arroz, após 9 dias de tratamentos 

com Al, foram coletados e fixados em glutaraldeído 2,5%. Em seguida, foram 

desidratados em série etílica, secos com CO2 em equipamento de ponto crítico (Bal-

tec, modelo CPD 030, Liechtenstein), afixados com fita dupla face em suporte de 

alumínio e cobertos com ouro em metalizador (Sputter Coater, marca Balzers, 

modelo FDU 010, Liechtenstein). A documentação fotográfica foi realizada em 

microscópio eletrônico de varredura (Leo, modelo 1430VP, Cambridge, Inglaterra) 

do Núcleo de Microscopia e Microanálise, da UFV.  

 

2.6. Delineamento experimental e análise estatística 

 
 Os tratamentos foram dispostos no delineamento inteiramente casualizado, 

em esquema fatorial 2x2x3: dois cultivares de arroz (Fernandes e Maravilha), dois 

níveis de Al (0 e 1 mM) e três tempos de exposição (3, 6 e 9 dias), com três 

repetições.  

Os resultados foram submetidos a análise de variância (ANOVA), sendo as 

médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. As análises foram 

efetuadas utilizando o programa estatístico “SAEG”, da Fundação Arthur Bernardes, 

da Universidade Federal de Viçosa, versão 9.0.  

 

3. Resultados 

 

 O Al não modificou o comprimento radicular para o cultivar Fernandes 

mesmo após 9 dias de exposição a esse elemento (Fig. 1A). Entretanto, no cultivar 

Maravilha, os efeitos do Al foram significativos a partir do 6º dia, observando-se 

inibições de 11,3 e de 17,7% no 6º e 9º dias, respectivamente. Independente da 

presença do Al, o cultivar Fernandes sempre apresentou maior comprimento 

radicular do que o cultivar Maravilha. 

Os efeitos do Al sobre a produção de massa seca (Fig. 1B) foram similares 

aos observados para o comprimento das raízes. Independente da presença do Al, não 
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foram observadas modificações significativas na massa seca radicular do cultivar 

Fernandes. Contudo, no 6º e 9º dias de estresse, a presença do Al reduziu 

significativamente os valores de massa seca no cultivar Maravilha, em 19 e 30%, 

respectivamente. No 6º e 9º dias de tratamento, os pesos de massa seca radicular para 

o cultivar Fernandes foram maiores do que para o cultivar Maravilha, independente 

da presença de Al.     
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Figura 1: Efeitos do alumínio sobre o comprimento radicular (A) e sobre a produção 
de massa seca (B) em dois cultivares de arroz, Fernandes (F) e Maravilha (M), após 
3, 6 e 9 dias de tratamento com Al. Médias seguidas pela mesma letra maiúscula entre os níveis 
de Al para o mesmo cultivar e pela mesma letra minúscula entre cultivares para o mesmo nível de Al 
não diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Barras representam o desvio padrão. 
 

 Os teores de Al aumentaram nos ápices das raízes dos dois cultivares após 

exposição ao Al (Fig. 2). Os acúmulos de Al nos tecidos radiculares diferiram entre 

os dois cultivares de arroz após tratamento com esse elemento. Os maiores teores de 

Al foram encontrados nas raízes do cultivar Maravilha, chegando a 21%, 20% e 18% 

maiores do que os observados para o cultivar Fernandes, após 3, 6 e 9 dias de 

tratamento com Al, respectivamente.      
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Figura 2: Teores de alumínio em ápices radiculares de dois cultivares de arroz, 
Fernandes (F) e Maravilha (M), após 3, 6 e 9 dias de tratamento com Al. Médias 
seguidas pela mesma letra maiúscula entre os níveis de Al para o mesmo cultivar e pela mesma letra 
minúscula entre cultivares para o mesmo nível de Al não diferem pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade. Barras representam o desvio padrão. 
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 O tratamento das raízes com hematoxilina resultou na formação de coloração 

azul, característica da reação desse corante com o Al (Fig. 3). Os controles 

mostraram reação negativa ao corante indicando a ausência de Al. Na presença de 

Al, a reação foi positiva nos três períodos de tempo estudados. No 3º dia, a reação se 

restringiu ao ápice radicular, mas se intensificou e atingiu outras regiões das raízes 

no 6º e 9º dias de exposição ao Al (Fig. 3A, B e C). De forma geral, a coloração com 

a hematoxilina foi mais intensa nas raízes do cultivar Maravilha do que nas do 

cultivar Fernandes, principalmente no 9º dia de tratamento (Fig. 3C).  

 

 
Figura 3: Detecção de Al em ápices radiculares, após coloração com hematoxilina 
em dois cultivares de arroz, Fernandes (F) e Maravilha (M), após 3 (A), 6 (B) e 9 
dias (C) de exposição a esse metal. Barra = 1000μm. 
 

Aumentos em espessura das raízes foram observados após tratamento com Al 

(Fig. 3). No 9º dia, quando essas diferenças foram mais notáveis, as raízes do cultivar 

Maravilha tratadas com Al, apresentaram diâmetro cerca de 2 vezes maiores do que 

as do controle. As raízes do cultivar Fernandes, contudo, mesmo após tratamento 

com Al por 9 dias, não apresentaram aumentos no seu diâmetro (Fig. 3C).  

Utilizando microscopia eletrônica de varredura foi possível observar os danos 

gerados pelo Al sobre a micromorfologia das raízes do cultivar Fernandes (Fig. 4) e 

do cultivar Maravilha (Fig. 5). As figuras 4 (A e B) e 5 (A e B) mostram a 

micromorfologia, das raízes do cultivar Fernandes e Maravilha, respectivamente, 

aparentemente sem alterações. No 9º dia de exposição ao Al, alterações na 

morfologia das raízes, principalmente, na região do ápice radicular foram evidentes, 

tanto para o cultivar Fernandes (Fig. 4C e D), quanto para o cultivar Maravilha (Fig. 

5C e D). Os danos gerados pelo Al às células dos ápices das raízes foram 
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caracterizados, aparentemente, pela ruptura das células da coifa e aparecimento de 

fendas na superfície. Pela analise das figuras 4 e 5 é possível observar que na raiz do 

cultivar Maravilha estes danos foram mais intensos, caracterizando sua maior 

sensibilidade ao Al.  

           

A B

C D
100 µm 20 µm

200 µm 20 µm  
Figura 4: Micromorfologia das raízes do cultivar Fernandes após 9 dias de 
exposição ao Al. (A) controle em aumento de 200x; (B) controle em aumento de 
500x; (C) tratamento com Al 1 mM em aumento de 200x e (D) tratamento com Al 1 
mM em aumento de 500x.   
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A B

C D
100 µm 20 µm

200 µm 20 µm  
Figura 5: Micromorfologia das raízes do cultivar Maravilha após 9 dias de 
exposição ao Al. (A) controle em aumento de 200x; (B) controle em aumento de 
500x; (C) tratamento com Al 1 mM em aumento de 200x e (D) tratamento com Al 1 
mM em aumento de 500x.   
 

 

4. Discussão 

 

 A toxidez por alumínio (Al) é considerada um dos principais fatores que 

limitam a produtividade das plantas em solos ácidos (Kochian, 1995; Tahara et al., 

2008). Há, pois, grande interesse em se utilizar técnicas que minimizam os efeitos 

desse elemento e, ou, encontrar ou transformar cultivares com elevada tolerância ao 

Al, possibilitando o aumento na produtividade agrícola (Ma et al., 2004; Meriga et 

al., 2004; Doncheva et al., 2005; Tahara et al., 2008; Giannakoula et al., 2010).     

Por estarem em contato direto com o Al, as raízes sofrem com maior 

intensidade os efeitos fitotóxicos desse metal (Delhaize e Ryan, 1995). Uma 

característica comum associada à toxicidade do Al em diferentes culturas vegetais é a 

redução no comprimento radicular, fato que pode ocorrer após poucas horas de 

exposição da planta a esse metal (Le Van et al., 1994; Goh e Lee, 1999). Contudo, o 

tempo para a ocorrência da inibição radicular é dependente de fatores, como: espécie 

vegetal, concentração de Al e tempo de exposição das plantas a esse metal (Goh e 

Lee, 1999, Ma et al., 2004). Neste trabalho, observou-se inibição no comprimento 
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radicular apenas no cultivar Maravilha, inibição esta intensificada com o aumento do 

tempo de exposição ao Al (Fig. 1A). A inibição radicular é uma característica 

amplamente utilizada para diferenciar genótipos, dentro de uma mesma espécie, 

quanto à tolerância ao Al (Ma et al., 2004; Doncheva et al., 2005). De modo geral, 

quanto maior a sensibilidade do cultivar ao Al, maior será a inibição radicular. Estas 

observações corroboram resultados anteriormente obtidos com esses dois cultivares 

que indicaram maior sensibilidade do cultivar Maravilha ao Al em relação ao 

Fernandes (Mendonça et al., 2005; Justino et al., 2006). 

A região meristemática, localizada no ápice radicular, geralmente apresenta 

teores elevados de Al sendo, alvo primário da toxicidade desse metal com capacidade 

de inibir o crescimento radicular (Delhaize e Ryan, 1995). De maneira geral, a 

inibição do crescimento da raiz promovida pelo Al se deve, em parte, à sua interação 

com os componentes estruturais da parede celular, membrana plasmática, 

citoesqueleto e núcleo (Kochian et al., 2004; Miftahudin et al., 2007).  

É importante ressaltar, que os processos de divisão e expansão celular estão 

diretamente envolvidos no crescimento das raízes (Ciamporova, 2002; Doncheva et 

al., 2005). A inibição do crescimento radicular induzida pelo Al se faz, 

primeiramente, pela inibição da expansão das células das raízes (Goh e Lee, 1999) e, 

posteriormente, pela inibição da divisão celular (Kochian, 1995; Matsumoto, 2000). 

Os efeitos do Al sobre a divisão celular parecem estar associados a sua capacidade de 

ligação aos grupos fosfatos do DNA, formando o complexo DNA-Al, danificando a 

dupla hélice e dificultando a replicação do DNA (Matsumoto, 1991; Rincón e 

Gonzales, 1992). Aparentemente, o Al é capaz de fragmentar as moléculas de DNA, 

principalmente em cultivares sensíveis (Meriga et al., 2004). Já o efeito do Al sobre 

alongamento celular parece ser resultado de sua capacidade de reduzir a plasticidade 

e elasticidade da parede celular (Ma et al., 2004). O Al3+ é capaz de deslocar os íons 

Ca2+ ligados aos grupos carboxílicos das moléculas de pectina (Delhaize e Ryan, 

1995), provocando mudanças nas propriedades químicas e mecânicas da parede 

celular, resultando na sua desestabilização e aumento da rigidez (Kochian, et al., 

2005). Geralmente, todas essas alterações são mais intensas em cultivares sensíveis 

ao Al, o que induz reduções significativas no crescimento das raízes após exposição 

a níveis tóxicos desse metal.   

Além de reduzir o alongamento, o Al também pode reduzir a produção de 

massa seca das raízes (Sivaguru e Paliwal, 1993; Pereira et al., 2006; Naik et al., 
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2009). No presente trabalho, apenas o cultivar Maravilha, considerado sensível ao 

Al, apresentou reduções significativas nos valores de massa seca radicular com o 

aumento no tempo de exposição ao Al (Fig. 1B). Pintro et al. (1995), de modo 

similar, trabalhando com dois cultivares de milho, C525-M (tolerante) e HS7777 

(sensível), relataram redução expressiva na massa seca apenas para o genótipo 

sensível. Como o tratamento com Al resultou em aumento no diâmetro das raízes do 

cultivar Maravilha (Fig. 3C), a redução de massa seca observada nesse cultivar pode 

ser atribuída à redução no comprimento de suas raízes (Fig. 1A). 

O Al pode induzir alterações morfológicas no crescimento e desenvolvimento 

das raízes tornando-as mais espessas (Delhaize e Ryan, 1995; Ciamporova, 2002; 

Zheng e Yang, 2005). Como observado, o cultivar Maravilha, no 9º dia de exposição 

ao Al, apresentou acentuado engrossamento em suas raízes (Fig. 3C). Este 

engrossamento das raízes, também observado por outros autores (Sasaki et al., 1996; 

Konarska, 2005), pode ser resultado do aumento em espessura das paredes celulares 

(Vázquez et al., 1999) após deposição de novos compostos químicos, como 

hemicelulose e lignina (Le Van et al., 1994; Konarska, 2005). Adicionalmente, o Al 

pode causar alterações no plano de divisão celular, modificando a organização dos 

microtúbulos e microfilamentos, resultando em divisão celular no plano radial das 

raízes (Blancaflor et al., 1998; Horst et al., 1999).       

O Al absorvido acumula-se principalmente no ápice radicular (Delhaize e 

Ryan, 1995; Yamamoto et al., 2001; Pereira et al., 2010) fato confirmado, no 

presente trabalho, pelo teste com hematoxilina (Fig. 3). Vários trabalhos na literatura 

têm sugerido a existência de uma relação entre o acúmulo de Al e a intensidade de 

coloração com hematoxilina nos ápices radiculares (Vázquez et al., 1999; Doncheva 

et al., 2005; Miftahudin et al., 2007). De forma geral, quanto maior a sensibilidade da 

planta ao Al, maior acúmulo desse metal nos ápices radiculares e, por consequência, 

mais intensa a coloração por hematoxilina (Miftahudin et al., 2007). No presente 

estudo, o cultivar Maravilha apresentou teores mais elevados de Al nos ápices 

radiculares e, também, coloração mais intensa por hematoxilina do que o cultivar 

Fernandes, principalmente no 9º dia de exposição ao Al (Fig. 3C). Apesar dos 

resultados obtidos pelo teste com hematoxilina ratificarem tolerância diferencial ao 

Al entre os cultivares de arroz testados, Ryan e colaboradores (1993) ressaltaram que 

esse teste não deve ser aplicado isoladamente com esta finalidade.    
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Após exposição ao Al, os ápices radiculares dos dois cultivares de arroz 

apresentaram aumentos significativos nos teores desse metal (Fig. 2). Entre os dois 

cultivares, o Maravilha foi o que acumulou maiores teores de Al nos ápices 

radiculares, resultado que pode estar diretamente relacionado à redução no 

comprimento radicular e no teor de massa seca (Fig. 1A e 1B). Apesar do cultivar 

Fernandes apresentar aumentos nos teores de Al em suas raízes após tratamento com 

esse metal, os parâmetros de crescimento analisados para esse cultivar não foram 

significativamente alterados. Pesquisas adicionais envolvendo o cultivar Fernandes 

devem ser realizadas objetivando a identificação dos mecanismos de tolerância 

presentes nesse cultivar que conferem a ele resistência a níveis tóxicos de Al.         

O Al se liga aos componentes da parede celular aumentando sua rigidez e, 

eventualmente, dependendo da intensidade de seus efeitos, causando a ruptura de 

células da rizoderme e do córtex exterior na zona de alongamento. Esses efeitos do 

Al sobre a morfologia das raízes foram observados nos ápices radiculares dos dois 

cultivares de arroz, após 9 dias de tratamento (Figs. 4 e 5). As células mais externas 

das raízes, por estarem em contato direto com o Al, foram os alvos primários das 

injúrias desse elemento, conforme observado por vários autores (Delhaize e Ryan, 

1995; Ciamporova, 2002; Zheng e Yang, 2005). Dependendo da espécie vegetal e da 

intensidade dos efeitos do Al, as células das camadas mais externas das raízes podem 

se romper e, ou, se desprender do tecido (Yamamoto et al., 2001; Blamey et al., 

2004; Jones et al., 2006). No presente trabalho, embora a espécie estudada seja 

considerada tolerante ao Al, em função da concentração (1 mM) e do tempo de 

exposição (9 dias), ficou evidente a ruptura das células radiculares mais externas, 

principalmente no cultivar Maravilha (Fig. 4C e D). Segundo Ciamporova, (2002), a 

interação do Al com os componentes das paredes celulares pode resultar em 

expansão desigual das células dentro dos tecidos radiculares gerando estresse 

mecânico capaz de causar destruição nos tecidos periféricos da raiz. Os resultados 

obtidos no presente trabalho, são semelhantes aos encontrados por Kopittke et al., 

(2008), que observaram ruptura nas células da rizoderme (células da epiderme e do 

córtex externo) em raízes de feijão, após exposição ao Al. Segundo esses autores, 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 

nessas células. Por outro lado, as células mais internas continuam a se expandir, 
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gerando força mecânica suficiente para romper as camadas mais externas das células 

da raiz, conforme é possível observar nas Figs. 4 e 5.  

Os resultados encontrados no presente trabalho indicam que a maior 

tolerância ao Al apresentada pelo cultivar Fernandes, evidenciada em termos de 

maior comprimento radicular e maior produção de massa seca, pode ser atribuída ao 

menor acúmulo de Al nos ápices de suas raízes e, consequentemente, ao menor efeito 

desse elemento sobre a micromorfologia de suas raízes. 
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CAPÍTULO II 

 

ALTERAÇÕES NO SISTEMA ASCORBATO EM RESPOSTA AO 

ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO PELO ALUMÍNIO EM RAÍZES DE 

ARROZ 

 

Resumo 

 

 A exposição de plantas a níveis tóxicos de Al pode elevar a produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) e, consequentemente, induzir estresse oxidativo. 

No presente trabalho, analisou-se a relação entre toxicidade do Al, o estresse 

oxidativo e os sistemas de defesa antioxidativos nas raízes de dois cultivares de 

arroz: Fernandes (CNA-1158) e Maravilha (CNA-6843-1), considerados tolerante e 

sensível ao Al, respectivamente. O teor de ROS, a peroxidação de lipídios, a 

atividade das enzimas e o teor de ascorbato foram modificados nas raízes desses dois 

cultivares de arroz após exposição a níveis tóxicos de Al durante 9 dias. Nas raízes 

do cultivar Maravilha, observou-se maior acúmulo de ROS e, consequentemente, 

maior peroxidação de lipídios. No cultivar Fernandes, os níveis de ROS e de 

peroxidação de lipídios foram menores, caracterizando maior tolerância desse 

cultivar ao Al. A tolerância do cultivar Fernandes ao Al deve estar relacionada com a 

maior atividade das enzimas antioxidativas e à melhor utilização do ascorbato como 

molécula de defesa. De forma geral, as enzimas SOD, APX, CAT e POX 

apresentaram maiores atividades nas raízes desse cultivar resultando em danos 

oxidativos menos intensos. A melhor utilização do ascorbato como molécula 

antioxidativa pelo cultivar Fernandes foi evidenciada pela maior taxa de regeneração 

de ascorbato reduzido (AA), pela redução no teor de desidroascorbato (DHA) e pelo 

aumento na razão AA/DHA após o tratamento das raízes com Al. Os resultados 

encontrados indicam que a atuação mais eficiente desses mecanismos de defesa 

antioxidativos nas raízes do cultivar Fernandes na presença de Al resulta em menor 

acúmulo de ROS e, consequentemente, em menor dano oxidativo imposto pelas 

espécies reativas. 

 

Palavras-chave: enzimas antioxidativas, ascorbato, peróxido de hidrogênio, radical 

ânion superóxido, estresse oxidativo, Oryza sativa  
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1. Introdução 
 

O alumínio (Al) é um elemento capaz de induzir estresse oxidativo nas 

plantas, modificando o metabolismo vegetal devido sua interferência no estado de 

oxido-redução de certos componentes celulares, resultando no aumento da produção 

de espécies reativas de oxigênio (ROS) (Richards et al., 1998; Ezaki et al., 2000; 

Tamás et al., 2006). 

As ROS podem acumular nos tecidos vegetais atingindo níveis tóxicos 

capazes de levar as células à morte (Mittler, 2002). Apesar de não se conhecer com 

precisão o modo de ação das ROS sobre as estruturas celulares e as diversas rotas 

metabólicas envolvidas, sabe-se que as plantas podem ativar sistemas de defesa 

capazes de reduzir e, ou, eliminar esses radicais (Boscolo et al., 2003; Kuo e Kao, 

2003; Darkó et al., 2004; Simonovicová et al., 2004).  

Os sistemas de defesa envolvidos na eliminação das ROS produzidas em 

respostas aos estresses oxidativos parecem envolver mecanismos enzimáticos e não-

enzimáticos (Scandalios, 1993; Mittler, 2002). As principais enzimas envolvidas no 

controle homeostático das ROS são: superóxido dismutase (SOD), peroxidase do 

ascorbato (APX), catalase (CAT) e peroxidase (POX). A SOD é considerada enzima 

antioxidativa da primeira linha de defesa no combate às ROS, transmutando os 

radicais superóxido (O2
●–) à forma de peróxido de hidrogênio (H2O2) (Alscher et al., 

2002). As enzimas APX, CAT e POX, por sua vez, complementam o processo de 

eliminação das ROS transformando o H2O2 em água (Mittler, 2002). Segundo Ezaki 

et al. (2000), níveis tóxicos de Al embora resultem no aumento da produção das 

ROS, também induzem a superexpressão de genes que codificam a síntese ou a 

ativação de enzimas relacionadas ao sistema de defesa antioxidativo das plantas. A 

ativação desses sistemas resulta na redução dos níveis das ROS (Simonovicová et al., 

2004), minimizando ou evitando seus danos sobre o metabolismo celular (Breusegem 

et al., 2001).  

O sistema de defesa não-enzimático é representado, principalmente, pelos 

metabólitos ascorbato (AA) e glutationa (GSH) que atuam como importantes 

antioxidantes celulares (Noctor e Foyer, 1998). O ascorbato promove a manutenção 

do estado redox, estando presente em praticamente todos os compartimentos 

celulares (Smirnoff, 2000). Esse metabólito desempenha várias funções no interior 

das células, com destaque para a sua atuação como molécula antioxidativa, 
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promovendo a eliminação das ROS (Horemans et al., 2000; Dipierro et al., 2005; 

Ishikawa et al., 2006). Certas ROS, como o oxigênio “singleto” (1O2) e os radicais 

superóxido (O2
●–) e hidroxila (●OH) podem ser eliminadas por reação direta com o 

ascorbato, no chamado mecanismo de defesa não-enzimático (Noctor e Foyer, 1998). 

Já o peróxido de hidrogênio (H2O2), pode ser eliminado por meio da reação 

catalisada pela enzima peroxidase do ascorbato (APX), na qual, o ascorbato, é 

utilizado como doador de elétrons (Potters et al., 2002).   

O ascorbato, junto com as enzimas peroxidase do ascorbato (APX), redutase 

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

participam do sistema ascorbato (Dipierro et al., 2005). O sistema ascorbato parece 

estar interligado à molécula de glutationa, formando um mecanismo de defesa 

antioxidativo integrado conhecido como ciclo ascorbato-glutationa (Kuzniak e 

Sklodowska, 2004; Aravind e Prasad, 2005). Segundo Drazkiewicz et al. (2003), este 

mecanismo de defesa exerce papel crucial na remoção das ROS, permitindo a 

manutenção da homeostase celular.  

 A primeira etapa do sistema ascorbato envolve reação catalisada pela enzima 

peroxidase do ascorbato (APX) que utiliza ascorbato para transformar o H2O2 em 

água e monodesidroascorbato (MDHA). A regeneração do ascorbato pode ocorrer 

pela reação não-enzimática do MDHA ou pela ação de duas outras enzimas: redutase 

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

MDHAR utiliza NADPH para reduzir o MDHA a AA, enquanto a DHAR utiliza o 

poder redutor da GSH na recuperação do AA (Noctor e Foyer, 1998). Aumento na 

taxa de regeneração do AA resulta em aumento na razão AA/DHA, sendo 

considerado importante indicador da eficiência do sistema ascorbato como 

mecanismo de defesa antioxidativo (Mittler, 2002).  

 O Al pode interferir sobre os componentes do sistema ascorbato, através de 

mudanças na atividade das enzimas e no teor de ascorbato (Dipierro et al., 2005). 

Determinadas alterações impostas por níveis tóxicos de Al sobre os componentes do 

sistema ascorbato já foram relatadas em algumas espécies vegetais (Devi et al., 2003; 

Dipierro et al., 2005; Sharma e Dubey, 2007; Tabaldi et al., 2009). Algumas dessas 

espécies podem utilizar concomitantemente ao sistema ascorbato outros tipos de 

mecanismos de defesa para combater os possíveis danos gerados por esse metal 

(Aravind e Prasad, 2005; Sharma e Dubey, 2007). Nesse contexto, o presente 

trabalho teve como objetivos avaliar os efeitos do Al sobre o sistema ascorbato e o 
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sistema de defesa antioxidativo enzimático que controlam os níveis das ROS, em 

dois cultivares de arroz com tolerância diferencial ao Al. 

 

2. Material e métodos 

 

2.1. Material vegetal e condições de crescimento 

 

Nos experimentos foram utilizados dois cultivares de arroz (Oryza sativa L.) 

com tolerância diferencial ao Al: Fernandes (CNA-1158) e Maravilha (CNA-6843-

1), considerados tolerante e sensível ao Al, respectivamente, fornecidos pela 

Embrapa - Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijão. 

As sementes dos dois cultivares, selecionadas quanto ao tamanho e forma, 

foram tratadas com ácido sulfúrico 98% (v/v), por 1 minuto. Em seguida, foram 

lavadas em água corrente e esterilizadas superficialmente com hipoclorito de sódio 

3% (v/v) por 15 minutos, e então, lavadas novamente em água corrente e enxaguadas 

em água desionizada. As sementes foram germinadas em rolos de papel germitest 

mergulhados em solução nutritiva de Clark (Clark, 1975), pH 4,0, com um terço da 

força iônica original, sob aeração contínua.  

Plântulas com 12 dias de idade foram selecionadas quanto à uniformidade de 

tamanho e forma e transplantadas para vasos de polietileno contendo 1,8 L de 

solução nutritiva de Clark (Clark, 1975), pH 4,0, e submetidas aos tratamentos com 

Al nas concentrações de 0 e 1,0 mM, aplicado na forma de AlCl3, durante 3, 6 e 9 

dias. O experimento foi conduzido em sala de crescimento com temperatura 

controlada (25±3ºC), fluxo de radiação fotossinteticamente ativa de 230 µmol m-2 s-1 

e fotoperíodo de 16 h. As soluções nutritivas foram continuamente aeradas, os pHs 

ajustados diariamente para 4,0 e renovadas a cada 3 dias. 

A cada 3 dias, após inicio do experimento, as raízes foram colhidas, lavadas 

em água corrente e enxaguadas em água desionizada e, então, amostras foram 

retiradas para as diversas análises químicas. 

 

2.2. Determinação do efeito do Al sobre a produção de ROS  
 

Para a determinação do teor de peróxido de hidrogênio (H2O2), 

aproximadamente 0,2 g de tecidos radiculares foram macerados em nitrogênio 
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líquido e homogeneizados em 2 mL de tampão fosfato de potássio 50 mM, pH 6,5, 

contendo hidroxilamina 1 mM. Após filtração, o homogeneizado foi centrifugado a 

10.000 g por 15 min, a 4°C. Alíquotas de 100 µL do sobrenadante foram adicionadas 

a 1,9 mL de um meio de reação constituído de FeNH4(SO4) 250 μM, ácido sulfúrico 

25 mM, laranja de xilenol 250 μM e sorbitol 100 mM. Após 30 min no escuro, as 

absorvâncias das amostras foram determinadas a 560 nm (Gay e Gebicki, 2000). 

Brancos dos reagentes e dos extratos vegetais foram preparados em paralelo e 

subtraídos da amostra. Os teores de H2O2 foram estimados com base em curva de 

calibração preparada com padrões autênticos de H2O2.  

Para a determinação do teor de ânion superóxido (O2
•−) amostras de 50 mg de 

ápices radiculares de aproximadamente 1 cm foram incubadas em 2 mL de um meio 

de reação constituído de tampão fosfato de sódio 20 mM, pH 7,8,  Na2EDTA 0,1 mM 

e NADH 20 µM (Mohammadi e Karr, 2001). A reação foi iniciada pela adição de 

100 µL de epinefrina 25,2 mM (recém-preparada em HCl 0,1N). As amostras foram 

agitadas por 5 min a 28°C. O tecido foi, então, removido e o slope/min medido a 480 

nm durante 5 min. O branco foi realizado sob as mesmas condições, mas sem tecido 

vegetal. A quantidade de adenocromo formado foi estimada usando-se o coeficiente 

de extinção molar de 4.0 103 M-1 cm-1 (Boveris, 1984).  

 

2.3. Determinação do efeito do Al sobre a peroxidação de lipídios 

 

A intensidade da peroxidação de lipídios nas raízes foi estimada pela 

concentração de malonaldeído (MDA) produzido após reação com o ácido 

tiobarbitúrico (TBA) (Cakmak e Horst, 1991). Aproximadamente 0,2 g de tecidos 

radiculares foram macerados em nitrogênio líquido, homogeneizados em 2 mL de 

ácido tricloroacético (TCA) 1% (p/v) e centrifugado a 12.000 g por 15 min, a 4°C. 

Alíquotas de 0,5 mL dos sobrenadantes foram adicionadas a 1,5 mL de uma solução 

de TBA 0,5% (p/v) em TCA 20% (p/v) e incubadas em banho-maria a 95ºC. Após 30 

min, a reação foi paralisada, os tubos foram centrifugados a 10.000 g por 10 min e as 

absorvâncias dos sobrenadantes determinadas a 532 e 600 nm. A concentração do 

complexo aldeído malônico-TBA foi estimada usando-se o coeficiente de extinção 

molar de 155 mM-1 cm-1 (Heath e Packer, 1968).  
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2.4. Ensaios enzimáticos  

 

2.4.1. Extração das enzimas 

  

 Para a determinação das atividades enzimáticas, 0,3 g de tecidos radiculares 

foram macerados em N2 líquido, seguido da adição de 2 mL de meio de 

homogeneização constituído de tampão fosfato de potássio 0,1 M, pH 6,8, EDTA 0,1 

mM, PMSF 1 mM e PVPP 1% (p/v) para as enzimas SOD, APX, CAT e POX 

(Peixoto et al., 1999); tampão fosfato de potássio 50 mM, pH 7,8 e ascorbato 1 mM 

para a enzima MDHAR (Eltayeb et al., 2007) e tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,4, 

NaCl 100 mM, EDTA 2 mM e MgCl2 1 mM para a enzima DHAR (Chen e Gallie, 

2006). Em todos os casos, o homogeneizado foi filtrado e centrifugado a 12.000 g 

por 15 min a 4ºC e os sobrenadantes usados como fonte bruta de enzima. 

 

2.4.2. Superóxido dismutase (SOD – EC 1.15.1.1)    

 

A atividade da SOD foi determinada pela adição de 30 µL do extrato 

enzimático bruto a um meio de reação constituído de tampão fosfato de sódio 50 

mM, pH 7,8, contendo 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. Após 5 min 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). 

Um meio de reação exatamente igual ao anterior, mas mantido no escuro, por igual 

tempo, serviu de branco e foi subtraído das leituras das amostras que receberam 

iluminação. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade da enzima 

necessária para inibir em 50% a fotorredução do NBT. 

 

2.4.3. Peroxidase do ascorbato (APX – EC 1.11.1.11) 

 

 A atividade da APX foi determinada pela adição de 0,1 mL do extrato 

enzimático bruto a 2,9 mL de um meio de reação consistindo de tampão fosfato de 

potássio 50 mM, pH 6,0, ácido ascórbico 0,8 mM e H2O2 1 mM (Peixoto et al., 

1999). O meio de reação foi incubado a 30ºC e a variação na absorvância medida a 
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290 nm durante o primeiro minuto de reação. A atividade enzimática foi estimada 

usando-se o coeficiente de extinção molar 2,8 mM-1 cm-1. 

 

2.4.4. Catalase (CAT – EC 1.11.1.6) 

 

 A atividade da CAT foi determinada pela adição de 0,1 mL do extrato 

enzimático bruto a 2,9 mL de um meio de reação constituído de tampão fosfato de 

potássio 50 mM, pH 7,0  e H2O2 12,5 mM (Peixoto et al., 1999). O meio de reação 

foi incubado a 30ºC e a variação na absorvância medida a 240 nm durante o primeiro 

minuto de reação. A atividade enzimática foi estimada usando-se o coeficiente de 

extinção molar 36 M-1 cm-1. 

 

2.4.5. Peroxidase (POX – EC 1.11.1.7) 

 

 A atividade da POX foi determinada pela adição de 0,1 mL do extrato 

enzimático bruto a 2,9 mL de um meio de reação constituído de tampão fosfato de 

potássio 25 mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e H2O2 20 mM (Peixoto et al., 1999). O 

meio de reação foi incubado a 30ºC e a variação na absorvância medida a 420 nm 

durante o primeiro minuto de reação. A atividade enzimática foi estimada usando-se 

o coeficiente de extinção molar 2,47 mM-1 cm-1. 

 

2.4.6. 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 30ºC e a variação na 

absorvância medida a 340 nm durante o primeiro minuto de reação. A atividade 

enzimática foi estimada usando-se o coeficiente de extinção molar 6,2 mM-1 cm-1. 

 

2.4.7. 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 
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potássio 50 mM, pH 7,0, DHA 2 mM e GSH 5 mM (Nakano e Asada 1981). O meio 

de reação foi incubado a 30ºC e a variação na absorvância medida a 265 nm durante 

o primeiro minuto de reação. A atividade enzimática foi estimada usando-se o 

coeficiente de extinção molar 14 mM-1 cm-1. 

 

2.5. Determinação das atividades das enzimas antioxidativas em PAGE não 

desnaturante  

 
 Extratos enzimáticos, obtidos conforme descrito no item 2.4.1. foram 

aplicados em placas contendo géis de poliacrilamida, constituídos de gel de 

separação 9% e gel de empilhamento 4%, preparados conforme descrito por 

Laemmli (1970), e submetidos a uma corrente constante de 30 mA/gel por 8 h para 

APX e 7 h para CAT, sob condição não desnaturante, à 4ºC. Os tampões de 

eletroforese foram preparados, também, conforme descrito por Laemmli (1970).  

Decorridos os tempos de separação eletroforética, os géis foram revelados 

para atividade da APX e CAT conforme descrição a seguir. 

 

2.5.1. Peroxidase do Ascorbato  

 

O gel, após a corrida eletroforética, foi equilibrado em solução constituída de 

tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 7,0 e ascorbato 2 mM, durante 30 min. Em 

seguida, o gel foi incubado em solução constituída de tampão fosfato de sódio 50 

mM, pH 7,0, ascorbato 4 mM e H2O2 2 mM por um período de 20 min. 

Subsequentemente, o gel foi lavado em água deionizada e submergido em tampão 

fosfato de sódio 50 mM, pH 7,8, TEMED 28 mM e NBT 2,45 mM, com leve 

agitação, durante, aproximadamente 10 min (Lee e Lee, 2000).       

 

2.5.2. Catalase  

 

 Após corrida eletroforética, o gel foi incubado por 10 min em H2O2 0,003% 

(v/v) à temperatura ambiente. Em seguida, o gel foi lavado e introduzido por 10 min 

na solução de revelação, constituída de cloreto férrico 1% (p/v) e ferricianeto de 

potássio 1% (p/v), conforme descrito por (Srivalli et al., 2003).  
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2.5.3. Fotodocumentação dos géis  

 

Em todos os casos, após revelação de cada enzima, os géis foram analisados 

pelo programa Alpha Digi Doc 1201 e fotografados com máquina fotográfica digital 

(Olympus C-4000).  

 

2.6. Determinação dos teores de ascorbato (AA) e desidroascorbato (DHA)  

 

Para a determinação dos teores de ascorbato (AA) e desidroascorbato (DHA), 

amostras de tecidos radiculares foram homogeneizadas em 2 mL de TCA 6% (p/v), 

filtradas e centrifugadas a 15.000 g por 5 min a 4ºC (Kampfenkel et al., 1995). O teor 

total de ascorbato (AA + DHA) foi determinado em alíquotas dos extratos tratadas 

com DTT 0,5 mM e tampão fosfato de sódio 0,02 M, pH 7,4, na temperatura de 

42ºC, por 15 min. Adicionou-se, então, N-etilmaleimida 0,025% (p/v), TCA 2,5% 

(p/v), H3PO4 8,4% (v/v), 2,2’-dipiridil 0,8% (p/v) e FeCl3 0,3% (p/v) e incubou-se 

novamente a 42ºC, por 40 min. Após paralisação da reação em banho de gelo, a 

absorvância foi determinada a 525 nm. O teor de ascorbato (AA) foi determinado, 

conforme descrito anteriormente, mas omitindo-se o DTT e o N-etilmaleimida. O 

teor de DHA foi calculado pela diferença entre o teor total (AA + DHA) e o teor da 

forma reduzida (AA). Os teores de AA, DHA e ascorbato total foram estimados com 

base em curva de calibração preparada com padrões autênticos de ascorbato.  

 

2.7. Determinação de proteína  

 

Os teores de proteínas dos extratos enzimáticos foram determinados pelo 

método de Lowry et al. (1951), utilizando BSA como padrão. 

 

2.8. Delineamento experimental e análise estatística 

 
 Os tratamentos foram dispostos no delineamento inteiramente casualizado, 

em esquema fatorial 2x2x3: dois cultivares de arroz (Fernandes e Maravilha), dois 

níveis de Al (0 e 1 mM) e três tempos de tratamento com Al (3, 6 e 9 dias), com três 

repetições. Exclusivamente para a determinação dos teores de ascorbato (AA) e 



32 
 

desidroascorbato (DHA), foram utilizados quatro tempos de tratamento com Al (0, 3, 

6 e 9 dias).  

Os resultados foram submetidos a análises de variância (ANOVA), sendo as 

médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. As análises foram 

efetuadas utilizando o programa estatístico “SAEG”, da Fundação Arthur Bernardes, 

da Universidade Federal de Viçosa, versão 9.0.  

 

3. Resultados 

  

Nas raízes do cultivar Fernandes observou-se aumento nos teores de peróxido 

de hidrogênio (H2O2) ao longo do tempo, contudo na presença de Al esses valores 

foram sempre menores que o controle (Fig. 1a). Já para o cultivar Maravilha, valores 

menores que os dos controles foram observados apenas no 9º dia de estresse com Al 

(Fig. 1b).   

No 3º dia de tratamento com Al, não houve diferença significativa nos teores 

de ânion superóxido (O2
•-) nas raízes dos dois cultivares de arroz (Fig. 1c e 1d). 

Entretanto, após esse tempo, o tratamento das plantas com Al provocou redução nos 

teores do ânion superóxido nas raízes do cultivar Fernandes e aumento nas raízes do 

cultivar Maravilha. Dessa forma, os teores de ânion superóxido nas raízes do cultivar 

Maravilha foram mais elevados, com valores 47% e 59% maiores que no cultivar 

Fernandes, após 6 e 9 dias de tratamento com Al, respectivamente. 
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Figura 1: Teores de peróxido de hidrogênio (H2O2) e ânion superóxido (O2

•-) em 
raízes dos cultivares de arroz Fernandes e Maravilha após 3, 6 e 9 dias de exposição 
a 0 mM (○) ou 1 mM (●) de Al. Asterisco denota diferença significativa entre os tratamentos 
para o mesmo cultivar (p ≤ 0.05). Barras representam o desvio padrão. 
 

A peroxidação de lipídios não foi modificada nas raízes do cultivar Fernandes 

após o tratamento com Al (Fig. 2a). Na presença de Al, a taxa de peroxidação de 

lipídios foi maior nas raízes do cultivar Maravilha, que apresentou, em relação aos 

controles, índices de peroxidação de lipídios 22% e 29% maiores após 6 e 9 dias de 

tratamento com esse metal, respectivamente (Fig. 2b).  
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Figura 2: Peroxidação de lipídios em raízes dos cultivares de arroz Fernandes e 
Maravilha após 3, 6 e 9 dias de exposição a 0 mM (○) ou 1 mM (●) de Al. Asterisco 
denota diferença significativa entre os tratamentos para o mesmo cultivar (p ≤ 0.05). Barras 
representam o desvio padrão. 
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Nas raízes do cultivar Fernandes, após exposição ao Al, a atividade da 

superóxido dismutase (SOD) foi sempre maior que nos controles, com aumentos de 

20%, 19% e 11% após 3, 6 e 9 dias, respectivamente (Fig. 3a). Já nas raízes do 

cultivar Maravilha, a atividade da SOD foi 6% menor que no controle, durante o 3º 

dia de exposição ao Al, não sendo modificada após esse tempo (Fig. 3b).  

A atividade da peroxidase do ascorbato (APX) nas raízes do cultivar 

Fernandes foi 20%, 35% e 57% maior que nos respectivos controles, após 3, 6 e 9 

dias de tratamento com Al (Fig. 3c). No caso do cultivar Maravilha, observou-se 

atividade da APX maior que no controle (54%) apenas no 9º dia de tratamento com 

Al (Fig. 3d). Após a exposição ao Al, a atividade da APX foi sempre maior nas 

raízes do cultivar Fernandes. Para os dois cultivares de arroz, a eletroforese em 

PAGE não-desnaturante do extrato enzimático da APX mostrou a presença de apenas 

quatro isoformas dessa enzima, independente do tratamento com Al (Fig. 4A e 4B). 

As isoformas 1 e 2 foram as que apresentaram as maiores atividades em gel. Nos 

dois cultivares, a atividade da isoforma 2 decresceu com o tempo nas plantas-

controle, mas cresceu com o tempo de exposição ao Al. 

A atividade da enzima catalase (CAT) aumentou com o tempo de tratamento 

nos dois cultivares de arroz, independente da presença de Al (Fig. 3e e 3f). Os 

aumentos na atividade da CAT após exposição das plantas ao Al foram maiores nas 

raízes do cultivar Fernandes. Nesse cultivar, as atividades da CAT foram 78%, 68% 

e 79% maiores que nos respectivos controles, após 3, 6 e 9 dias de exposição ao Al. 

Por sua vez, no cultivar Maravilha, as atividades enzimáticas foram 28%, 25% e 43% 

maiores que nos controles após os mesmos intervalos de exposição ao Al. A 

eletroforese em PAGE não-desnaturante do extrato enzimático da CAT mostrou o 

aparecimento de novas isoformas nas raízes dos dois cultivares de arroz, 

independente da presença de Al (Fig 5A e 5B). Foram observadas de 3 a 5 isoformas 

da CAT, dependendo do tempo e da presença de Al. A isoforma 1 foi a que 

apresentou a maior atividade, principalmente após o tratamento das plantas com Al. 

No 9° dia, foram observadas apenas as isoformas 1, 2 e 4 nas raízes das plantas 

tratadas com Al, enquanto no tratamento controle foram constatadas 4 isoformas no 

cultivar Fernandes e 5 isoformas no cultivar Maravilha.  

A atividade da peroxidase (POX) aumentou do 3° para o 6-9º dia, 

independente da presença de Al (Fig. 3g e 3h). Na presença de Al, observou-se 

aumentos na atividade dessa enzima a partir do 6° dia no cultivar Fernandes e apenas 
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no 9° dia no cultivar Maravilha. No 9° dia, as atividades da POX foram 41% e 14% 

maiores que nos respectivos controles dos cultivares Fernandes e Maravilha após 

tratamento com Al.      
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Figura 3: Atividade das enzimas superóxido dismutase (SOD), peroxidase do 
ascorbato (APX), catalase (CAT) e peroxidase (POX) em raízes dos cultivares de 
arroz Fernandes e Maravilha após 3, 6 e 9 dias de exposição a 0 mM (○) ou 1 mM 
(●) de Al. Asterisco denota diferença significativa entre os tratamentos para o mesmo cultivar (p ≤ 
0.05). Barras representam o desvio padrão. 
 



36 
 

3 6 9

Controle (dias) Al 1 mM (dias)

A

B

3 6 9

1
2
3
4

1
2
3
4

 
Figura 4: Atividade da APX em PAGE não-desnaturante em raízes dos cultivares de 
arroz Fernandes (A) e Maravilha (B) após 3, 6 e 9 dias de tratamento com alumínio. 
Setas representam as isoformas da enzima.     
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 Figura 5: Atividade da CAT em PAGE não-desnaturante em raízes dos cultivares 
de arroz Fernandes (A) e Maravilha (B) após 3, 6 e 9 dias de tratamento com 
alumínio. Setas representam as isoformas da enzima.     
 

Após 3 e 6 dias de tratamento com Al as atividades da monodesidroascorbato 

redutase (MDHAR) foram 15% e 18% maiores nos respectivos controles nas raízes 

do cultivar Fernandes (Fig. 6a). No cultivar Maravilha, a atividade dessa enzima foi 

maior que no controle apenas no 6º dia de tratamento com Al (Fig. 6b). Após esse 

tempo, não houve alteração significativa na atividade dessa enzima em nenhum dos 

cultivares analisados.   

Após exposição das raízes do cultivar Maravilha ao Al, a atividade da 

desidroascorbato redutase (DHAR) no 3º dia foi menor que no controle, no 6º dia não 

apresentou diferenças significativas, mas foi cerca de 11% maior que no controle no 

9º dia de exposição a esse metal (Fig. 6d). No cultivar Fernandes, observou-se maior 
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atividade dessa enzima em relação ao controle (14%) apenas no 9º dia de tratamento 

com Al (Fig. 6c).  
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Figura 6: Atividade das enzimas monodesidroascorbato redutase (MDHAR) e 
desidroascorbato redutase (DHAR) em raízes dos cultivares de arroz Fernandes e 
Maravilha após 3, 6 e 9 dias de exposição a 0 mM (○) ou 1 mM (●) de Al. Asterisco 
denota diferença significativa entre os tratamentos para o mesmo cultivar (p ≤ 0.05). Barras 
representam o desvio padrão. 
 
 

Os teores totais de ascorbato (AA + DHA) após o tratamento das plantas com 

Al foram menores que nos controles nas raízes dos dois cultivares de arroz, (Fig. 7a e 

7b). Após 3, 6 e 9 dias de exposição ao Al os teores totais de ascorbato reduziram 

41%, 38% e 27% para o cultivar Fernandes e 41%, 36% e 42% para o cultivar 

Maravilha, em relação aos seus respectivos controles. O teor de ascorbato total foi 

sempre maior nas raízes do cultivar Fernandes após tratamento com Al.  

As plantas-controle do cultivar Maravilha no 3º dia de tratamento 

apresentaram teores de ascorbato (AA) 54% mais elevado que as do cultivar 

Fernandes, mas essa diferença desapareceu no 6º dia e se inverteu no 9º dia de 

tratamento (Fig. 7c e 7d). Nas raízes do cultivar Fernandes, os teores de AA foram 

53%, 17% e 12% maiores que nos respectivos controles após o 3º, 6º e 9º dias de 

exposição ao Al. O cultivar Maravilha, por outro lado, apresentou, em relação aos 

controles, teores de AA 39% menores no 3º dia, 11% maiores no 9º dia e sem 

diferença no 6º dia de exposição ao Al.  
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Figura 7: Teores de ascorbato total, ascorbato, desidroascorbato e razão 
ascorbato/desidroascorbato em raízes dos cultivares de arroz Fernandes e Maravilha 
após 3, 6 e 9 dias de exposição a 0 mM (○) ou 1 mM (●) de Al. Asterisco denota 
diferença significativa entre os tratamentos para o mesmo cultivar (p ≤ 0.05). Barras representam o 
desvio padrão. 
    

As plantas-controle do cultivar Fernandes apresentaram no 3º e 6º dia teores 

de desidroascorbato (DHA) muito mais elevados que os do cultivar Maravilha (Fig. 

7e e 7f), mas não houve diferenças entre eles no 9º dia. O tratamento das plantas com 

Al resultou em menores teores de DHA, em relação aos controles, nas raízes dos dois 

cultivares de arroz. Os menores teores foram observados nas raízes do cultivar 

Fernandes, com valores 67%, 66% e 48% menores que nos respectivos controles no 

3º, 6º e 9º dias de exposição ao Al.  
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As razões AA/DHA foram 4,5; 3,4 e 2 vezes maiores que nos respectivos 

controles no cultivar Fernandes após 3, 6 e 9 dias de tratamento com Al (Fig. 7g). No 

cultivar Maravilha, observou-se valores 3 vezes maiores em relação aos respectivos 

controles na razão AA/DHA após 6 e 9 dias de exposição ao Al (Fig. 7h).      

 
 
4. Discussão  
 
 
 Plantas expostas a diversas condições estressantes de natureza biótica e 

abiótica, incluindo a toxidez por Al, podem elevar a produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) alterando o estado de oxi-redução dos sistemas metabólicos e 

induzindo, consequentemente, o estresse oxidativo (Yamamoto et al., 2002; Tamás et 

al., 2006; Achary et al., 2008; Giannakoula et al., 2010). No presente trabalho, 

analisou-se a relação entre toxicidade ao Al, o estresse oxidativo e os sistemas de 

defesa antioxidativo em raízes de dois cultivares de arroz com tolerância diferencial 

a esse metal.   

 O estresse causado por níveis tóxicos de Al pode gerar danos a diversos 

processos fisiológicos e bioquímicos das plantas, alterando, consequentemente, seu 

crescimento e desenvolvimento (Tabaldi et al., 2009). Entre os dois cultivares de 

arroz estudados, apenas o Maravilha apresentou redução no crescimento radicular 

após exposição ao Al, sendo significativa no 6º e 9º dia de estresse (Cap. I). Os 

efeitos do Al são dependentes de vários fatores como concentração e tempo de 

exposição a esse metal e, principalmente, da sensibilidade da planta. A redução no 

crescimento radicular é uma característica comum associada à toxicidade do Al em 

muitas plantas, principalmente nas mais sensíveis a esse metal (Ma et al., 2004; 

Tahara et al., 2008; Tabaldi et al., 2009).   

 Varias hipóteses têm sido sugeridas para explicar os danos gerados pelo Al no 

crescimento das raízes. Dentre elas, a indução do estresse oxidativo pelo Al levando 

a um aumento e acúmulo de ROS, tem recebido a atenção de diversos pesquisadores 

(Jones et al,  2006; Tahara et al., 2008). Acúmulos de ROS resultantes da exposição 

das plantas a níveis tóxicos de alumínio foram observados em milho (Boscolo et al., 

2003), Allium cepa L. (Achary et al., 2008), batata (Tabaldi et al., 2009), abóbora 

(Pereira et al., 2010) e arroz (Sharma e Dubey, 2007). As ROS, no interior das 

células, pode causar peroxidação de lipídios (Cakmak e Horst, 1991), oxidação de 
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proteínas (Boscolo et al., 2003) e danos ao DNA (Meriga et al 2004; Achary et al., 

2008), resultando em inibição do crescimento radicular.  

No presente trabalho, os maiores acúmulos de ROS, principalmente do O2
•-, 

após tratamento com Al, ocorreram nas raízes do cultivar sensível (Fig. 1b e 1d), 

esses resultados corroboram com os obtidos por Tahara et al. (2008) e Giannakoula 

et al. (2010). É interessante observar que no cultivar Maravilha, considerado sensível 

à presença de níveis tóxicos de Al, observou-se maior acúmulo de ROS e maior 

redução no crescimento radicular, enquanto no Fernandes, considerado tolerante, 

exatamente o contrário, sugerindo uma relação de causa e efeito. 

 O acúmulo de ROS induzido pelo Al resulta na oxidação de biomoléculas, 

como os lipídios, proteínas e ácidos nucléicos (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) sugerem que, em ervilha, a peroxidação de lipídios não é a 

causa primária da inibição do alongamento radicular, mas é pelo menos um sintoma 

precoce da toxidez do Al. No presente trabalho, concomitante ao aumento nos teores 

de ROS nas raízes do cultivar Maravilha (Fig. 1b e 1d), verificou-se elevação nas 

taxas de peroxidação de lipídios (Fig. 2b) e reduções no crescimento radicular (Cap. 

I). À semelhança dos resultados obtidos no presente trabalho, Giannakoula et al. 

(2010), trabalhando com cultivares de milho com tolerância diferencial ao Al, 

também observaram aumentos mais expressivos na produção das ROS e na taxa da 

peroxidação de lipídios nas raízes do cultivar sensível. Geralmente, os genótipos 

sensíveis apresentam sistemas de defesa antioxidativos menos eficientes e, portanto, 

menor proteção contra os danos oxidativos causados pelo Al. Diferentes espécies 

vegetais sofrem peroxidação de lipídios com diferentes graus de intensidade após 

exposição ao Al como verificado em soja (Cakmak e Horst, 1991), sorgo (Peixoto et 

al., 2001), arroz (Kuo e Kao, 2003) e batata (Tabaldi et al., 2009). Entretanto, em um 

cultivar sensível de milho Boscolo et al. (2003), observaram expressivo aumento na 

oxidação das proteínas sugerindo que o alvo primário do estresse oxidativo gerado 

pelo Al pode, também, variar entre as diferentes espécies de planta.      

 Vários estudos têm mostrado que o estresse causado pelo Al em plantas pode 

ativar genes que codificam a biossíntese e, ou, a ativação das enzimas do sistema de 

defesa antioxidativos (Richards et al., 1998; Ezaki et al., 2004; Tamás et al., 2006). 

Diversas enzimas, como a SOD, APX, CAT e POX, quando sob estresse por Al, 
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podem apresentar aumentos em suas atividades, atuando na eliminação das ROS 

(Achary et al., 2008). A capacidade das plantas em ativar mecanismos enzimáticos e, 

ou, não-enzimáticos capazes de diminuir e, ou, eliminar as ROS do metabolismo 

celular pode ser um fator chave para a tolerância dessas plantas ao estresse de Al 

(Giannakoula et al., 2010).  

 Resultados obtidos no presente trabalho mostraram que após o tratamento 

com Al, a atividade da SOD foi maior que nos controles apenas nas raízes do cultivar 

Fernandes, considerado tolerante, mas não nas do cultivar Maravilha, considerado 

sensível (Fig. 3a e 3b). A maior atividade da SOD nas raízes do cultivar tolerante é, 

pois, forte indício dessa enzima estar envolvida na tolerância ao estresse gerado pelo 

Al. Atividades mais elevada da SOD também foram reportados por outros autores 

trabalhando com estresse por Al em raízes de soja (Cakmak e Horst, 1991), arroz 

(Meriga et al., 2004; Sharma e Dubey, 2007), alho (Achary et al., 2008) e milho 

(Boscolo et al., 2003) e para outros tipos de estresse em cultivares de arroz expostos 

a salinidade (Lee et al., 2001) e à toxidez por cádmio (Hsu e Kao, 2004). A SOD, 

portanto, parece ser uma importante enzima na tolerância de diversas espécies de 

plantas a variados tipos de estresses abióticos. 

 A SOD é considerada enzima da primeira linha de defesa contra estresses 

oxidativos, eliminando o ânion superóxido (O2
•-) do metabolismo celular (Alscher et 

al., 2002). A importância dessa enzima foi evidenciada no presente trabalho, 

observando-se aumentos na atividade da SOD concomitante com decréscimos nos 

teores de O2
•- após o tratamento das raízes do cultivar Fernandes com Al (Fig. 1c). 

No cultivar Maravilha, por outro lado, a atividade da SOD não foi capaz de manter 

os níveis homeostáticos do O2
•- ocasionando danos celulares, conforme evidenciado 

pelo aumento na peroxidação de lipídios (Fig. 2b). Uma incompleta eliminação do 

radical superóxido pela SOD torna possível a ocorrência da reação “Haber-Weiss” 

responsável pela formação do radical hidroxila (HO•). Este radical, considerado o 

mais potente oxidante celular é, provavelmente, o principal responsável pelo 

aumento na peroxidação de lipídios nas membranas celulares e pela destruição de 

várias macromoléculas, causando sérios danos aos componentes celulares 

(Scandalios, 1993).  

 O peróxido de hidrogênio (H2O2) formado pela dismutação do ânion 

superóxido (O2
•-) pela SOD (Lee et al., 2001) ou pela exposição a alguma condição 

estressante, pode se difundir para vários compartimentos, causando sérios danos 
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celulares (Mittler et al., 2004). Espécies tolerantes possuem enzimas antioxidativas 

como a APX, CAT e POX capazes de manter baixos os teores de H2O2. Acréscimos 

nos teores de H2O2 têm sido observados principalmente em genótipos sensíveis ou 

nos casos em que a toxicidade do metal ultrapassa a tolerância da espécie (Dipierro 

et al., 2005; Achary et al., 2008; Giannakoula et al., 2010; Pereira et al., 2010). No 

presente trabalho, verificou-se maiores atividades das enzimas APX, CAT e POX 

(Fig. 3c, 3e e 3g) e menores teores de H2O2 nas raízes do cultivar Fernandes após 

tratamento com Al (Fig. 1a). Resultados semelhantes a estes, obtidos por Kuo e Kao 

(2003) em folhas de arroz expostas ao Al, são sugestivos de estarem essas enzimas 

atuando na eliminação do H2O2 e, portanto, participando diretamente dos 

mecanismos de tolerância ao Al (Mittler, 2002). No cultivar Maravilha, considerado 

sensível, a atividade da CAT foi maior que nos controles desde o 3º dia de exposição 

ao Al, enquanto as atividades da APX e da POX só aumentaram no 9º dia de 

tratamento (Fig 3d, 3f e 3h). Nesse cultivar, portanto, os aumentos nas atividades 

dessas enzimas foram insuficientes para evitar os danos oxidativos impostos às 

raízes. Resultados semelhantes foram observados em raízes de um cultivar sensível 

de batata após 7 dias de tratamento com Al (Tabaldi et al., 2009).               

 Para verificar se os aumentos nas atividades das enzimas APX e CAT 

induzidos pelo Al tinham sido acompanhados por alguma mudança no padrão das 

isoformas, foram realizadas eletroforeses em gel nativo dos extratos enzimáticos. Os 

resultados mostraram que Al não induziu a biossíntese de novas isoformas da APX, 

evidenciado a presença de quatro isoformas, conforme observado também por 

Sharma e Dubey (2007) em outros cultivares de arroz. Os aumentos das isoformas 1 

e 2, principalmente após 9 dias de tratamento com Al nas raízes dos dois cultivares 

de arroz, é sugestivo da ocorrência da síntese de novo dessas duas isoformas.      

 O número de isoformas da CAT nas plantas-controle aumentou com o tempo 

de tratamento, chegando a cinco após 9 dias de tratamento nos dois cultivares de 

arroz (Fig. 5). O tratamento com Al resultou em redução ou supressão das isoformas 

3 e 5, mas aumento na atividade da isoforma 4 e, principalmente, da isoforma 1, 

indicativos de serem essas isoformas as responsáveis pelos aumentos na atividade da 

CAT (Fig. 5). Em raízes de Cassia tora, o Al também aumentou a atividade da 

enzima CAT resultado que foi acompanhado pelo aumento na densidade da banda do 

gel (Wang e Yang, 2005). Em concordância com o trabalho de Wang e Yang (2005), 
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os resultados do presente trabalho deixam claro que o estresse causado por níveis 

tóxicos Al é capaz de induzir a síntese de novo de isoformas da CAT.  

 Diferentes afinidades da APX (μM) e CAT (mM) pelo H2O2 sugerem que 

elas pertençam a duas diferentes classes de enzimas relacionadas à remoção dessa 

ROS. A CAT seria responsável pela remoção da maior parte do H2O2, enquanto a 

APX pelo ajuste fino dos níveis dessa ROS produzida durante o estresse (Mittler, 

2002). Em concordância com essa observação, constatou-se, no presente 

experimento, atividades da CAT entre 20 e 70 μmol min-1 mg-1 proteína (Fig. 3e e 3f) 

e da APX entre 4 e 6 μmol min-1 mg-1 proteína (Fig. 3c e 3d). Portanto, a CAT se 

destaca como enzima chave, efetivamente eliminando níveis elevados dessa ROS, e 

posteriormente, regulando a atividade de outras enzimas, como, por exemplo, a APX, 

mantendo estáveis os níveis de H2O2 no interior das células (Ghanati et al., 2005). 

 Outra diferença fundamental entre as enzimas CAT e APX resulta da 

localização espacial delas no interior das células. Enquanto a CAT é encontrada 

apenas nos peroxissomos, a APX está presente em vários compartimentos celulares 

como citosol, cloroplastos, mitocôndrias, peroxissomos e apoplasto (Mittler, 2002). 

Assim, as maiores atividades apresentadas pela CAT são sugestivas da difusão do 

H2O2 de diferentes compartimentos celulares para o interior dos peroxissomos 

(Mittler et al., 2004;  Sharma e Dubey, 2007). Para os dois cultivares de arroz, a 

difusão dessa ROS pode ter sido intensificada durante a exposição ao Al, refletindo 

em acréscimos significativos na atividade da CAT.  

 Além do sistema de defesa enzimático, as plantas também podem utilizar 

vários metabólitos antioxidativos, como por exemplo, ascorbato, glutationa e α-

tocoferol na proteção das células contra os danos gerados durante o estresse 

oxidativo (Shalata e Neumann, 2001; Millar et al., 2003; Dipierro et al., 2005; Wang 

e Kao, 2007). O ascorbato, na sua forma reduzida (AA), atua como um dos mais 

importantes metabólitos utilizados pelas plantas para a manutenção do estado redox 

das células na eliminação das ROS (Horemans et al., 2000; Dipierro et al., 2005; 

Ishikawa et al., 2006). O ascorbato pode reagir diretamente com as ROS (mecanismo 

de defesa não-enzimático) (Noctor e Foyer, 1998) ou ser utilizado como substrato da 

enzima APX, sendo parte inicial do ciclo ascorbato-glutationa (Potters et al., 2002).   

 O ciclo ascorbato-glutationa parece estar relacionado a diversos estresses 

oxidativos ocasionados por fatores bióticos (Kuzniak e Sklodowska, 2005) ou 

abióticos como o estresse salino (Huang et al., 2005; Hoque et al., 2007), estresse por 
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alumínio (Devi et al., 2003; Nguyen et al., 2005; Wang e Kao, 2007) e estresse por 

metais pesados (Liu et al., 2007, Kaklewski et al., 2008). Segundo Drazkiewicz et al. 

(2003), plantas expostas a concentrações tóxicas de metais estão sujeitas ao 

desenvolvimento de estresse oxidativo, com alterações nas atividades dos 

componentes do ciclo ascorbato-glutationa. No presente trabalho, verificou-se que o 

estresse gerado por níveis tóxicos de Al modificou os teores de ascorbato (AA) e de 

desidroascorbato (DHA) e a atividade de algumas enzimas envolvidas com o ciclo 

ascorbato-glutationa, como por exemplo, a APX, MDHAR e DHAR. 

 A exposição das plantas ao Al, principalmente nas raízes do cultivar 

Fernandes, resultou em maior atividade da enzima APX (Fig. 3c) acompanhado de 

menores níveis de H2O2 (Fig. 1a). Contudo, não foi observada uma redução no teor 

de AA, mas sim maiores teores desse metabólito (Fig. 7c). Esse maior acúmulo de 

AA no interior das células pode ter sido resultado de um aumento na atividade das 

enzimas monodesidroascorbato redutase (MDHAR) e desidroascorbato redutase 

(DHAR) (Apel e Hirt, 2004), sobrepondo a sua utilização pela APX. Nie et al. 

(2007), trabalhando com plantas expostas a níveis elevados de molibdênio também 

observaram aumentos nos teores de AA, apesar de ocorrido aumento na atividade da 

APX. Esses autores admitiram também ter ocorrido aumento nas atividades das 

enzimas MDHAR e DHAR. Estas duas enzimas atuam na regeneração do ascorbato 

reduzido (AA) a partir dos subprodutos da utilização do AA, ou seja, MDHA e DHA 

(Noctor e Foyer, 1998). Os resultados do presente trabalho indicam que a 

regeneração do AA, via atividade das enzimas MDHAR e DHAR, ocorreu nos dois 

cultivares, mas foi mais efetiva nas raízes do cultivar Fernandes. A maior remoção de 

H2O2 resultante da ação dos componentes desse ciclo no cultivar Fernandes, pode 

explicar as menores taxas de peroxidação de lipídios nas raízes desse cultivar em 

comparação ao cultivar Maravilha. Dipierro et al. (2005) também observaram em 

raízes de abóbora tratadas com Al redução no teor de H2O2 acompanhado de 

aumento na regeneração de AA no interior das células. Já Devi et al. (2003) e 

Tabaldi et al. (2009) trabalhando, respectivamente, com cultivares de tabaco e batata 

com tolerância diferencial ao Al evidenciaram, apenas para o cultivar tolerante, 

aumentos no teor de AA e, consequentemente, manutenção na taxa da peroxidação 

de lipídios, sugestivo da atuação do AA no combate às ROS proporcionando a esses 

cultivares maior tolerância ao estresse.    
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 A MDHAR, uma das enzimas responsáveis pela regeneração do AA (Noctor 

e Foyer, 1998), apresentou maior atividade no cultivar Fernandes já no 3º dia de 

exposição ao Al, enquanto no cultivar Maravilha isso somente foi observado no 6º 

dia de tratamento ao Al (Fig. 6a e 6b). Já a atividade da DHAR, outra enzima 

responsável pela regeneração do AA, apresentou maior atividade em relação ao 

controle nos dois cultivares apenas no 9º dia de exposição ao estresse por Al (Fig. 6c 

e 6d). Os resultados indicam que o cultivar Fernandes pode estar utilizando a enzima 

MDHAR para a regeneração do AA na fase inicial da exposição ao Al, regeneração 

esta que mais tarde é complementada pela DHAR. Aparentemente, em função das 

atividades dessas duas enzimas, o cultivar Fernandes foi capaz de elevar os teores de 

AA durante todo o tempo de exposição ao Al. No caso do cultivar Maravilha, o teor 

de AA foi fortemente reduzido após o 3º dia de tratamento com Al e a enzima 

MDHAR somente iniciou a regeneração no 6º dia, sendo complementada pela ação 

da DHAR já no 9º dia, momento em que o teor de AA se tornou maior que no 

controle. Aparentemente, o cultivar Fernandes leva vantagem sobre o cultivar 

Maravilha principalmente no início do estresse, vantagem esta que se expressa pela 

sua maior tolerância ao Al. Drazkiewicz et al. (2003), trabalhando com Arabidopsis 

thaliana (L.) submetida a níveis tóxicos de cobre, concluíram que a regeneração do 

AA foi obtida pelas atividades complementares das enzimas MDHAR e DHAR. Por 

outro lado, outros autores verificaram que a regeneração do AA durante estresse por 

cádmio (Aravind e Prasad, 2005) e estresse salino (Mittova et al., 2000) foi 

promovida, quase que exclusivamente, pela enzima MDHAR.     

 O aumento observado no teor de ascorbato reduzido (AA) pode ser resultado 

tanto das enzimas MDHAR e DHAR, quanto da ativação de enzimas da biossíntese 

deste metabólito (Nie et al., 2007; Wang e Kao 2007). Sharma e Dubey (2007) 

trabalhando com raízes de plantas de arroz tratadas com Al, à semelhança do 

observado neste trabalho, encontraram aumentos na atividade das enzimas MDHAR 

e DHAR, sem concomitante aumento no teor de AA. Esses autores admitem ter 

havido inibição na taxa biossintética de AA concorrendo para o decréscimo no teor 

desse metabólito. Por outro lado, Mittova et al. (2004) constataram que o aumento no 

teor de AA não foi acompanhado por acréscimos nas atividades das enzimas 

MDHAR e DHAR. Os autores sugeriram que o estresse salino imposto às raízes de 

tomate ativou a enzima L-galactono-1,4-lactona desidrogenase (GLDH), presente na 

membrana interna das mitocôndrias, envolvida com a síntese de ascorbato em plantas 
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(Noctor et al., 2002; Ishikawa et al., 2006). Apesar das atividades das enzimas 

MDHAR e DHAR terem mostrado boa correlação com os teores de AA, não se pode 

descartar a possibilidade de participação da GLDH. Entretanto, a atividade dessa 

enzima não foi avaliada no presente trabalho.        

 A redução no teor de DHA nas raízes dos dois cultivares de arroz após 

tratamento com Al foi sempre maior do que o aumento no teor de AA. Em função 

disto, o teor de ascorbato total (AA + DHA), também, decresceu. Isso indica que o 

DHA, além de estar sendo utilizado para a regeneração de AA, pela ação das 

enzimas MDHAR e DHAR, pode estar sendo hidrolisado irreversivelmente a 2,3-

diceto-1-gulonato, devido à toxidez de Al (Linster e Van Schaftingen, 2007; Sharma 

e Dubey, 2007). 

 A redução no teor de DHA e o aumento no teor de AA nas raízes dos dois 

cultivares de arroz após exposição ao Al contribuíram para aumentar a razão 

AA/DHA. Esse aumento, considerado forte indicador da manutenção do estado de 

oxi-redução das células, permite que níveis elevados de AA estejam disponíveis para 

eliminar as ROS do metabolismo vegetal (Potters et al., 2002).  

A maior tolerância ao Al do cultivar Fernandes em relação ao cultivar 

Maravilha, portanto, pode ser resultado das maiores atividades das enzimas 

antioxidativas, principalmente da SOD, e pela melhor utilização/regeneração do 

ascorbato. A atuação desse eficiente mecanismo de defesa antioxidativo presente nas 

raízes desse cultivar resulta em menor acúmulo de ROS e, consequentemente, em 

menor peroxidação de seus lipídios. 
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CAPÍTULO III 

 

ALTERAÇÕES NO METABOLISMO DA GLUTATIONA EM RESPOSTA 

AO ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO PELO ALUMÍNIO EM RAÍZES 

DE ARROZ 

Resumo 

 

 A molécula de glutationa atua no sistema de defesa não-enzimático das 

plantas, apresentando papel crucial na defesa contra danos oxidativos gerados 

durante a ocorrência de estresses. O controle dos níveis homeostáticos da glutationa 

envolve diversas enzimas relacionadas a sua biossíntese, regeneração e degradação. 

No presente trabalho, analisou-se a atividade das enzimas glutationa S-transferase 

(GST), sintetase da γ-glutamilcisteína (γ-GCS), peroxidase da glutationa (GPX) e 

redutase da glutationa (GR) sobre o metabolismo de glutationa nas raízes de dois 

cultivares de arroz: Fernandes (CNA-1158) e Maravilha (CNA-6843-1), 

considerados tolerante e sensível ao Al, respectivamente. Os cultivares foram 

expostos por 3, 6 e 9 dias ao estresse por Al. A atividade das enzimas γ-GCS e GR, 

envolvidas na síntese e regeneração da glutationa, respectivamente, aumentou nas 

raízes do cultivar Fernandes após diferentes tempos de estresse por Al. Já para o 

cultivar Maravilha, apenas a enzima γ-GCS apresentou aumento em atividade sendo 

observado somente no 9º dia de tratamento com Al. A atividade da GPX foi maior 

nas raízes dos dois cultivares tratados com Al do que nos controles, contudo no 

cultivar Fernandes o aumento envolveu maior tempo de exposição. Por outro lado, a 

enzima GST apresentou menor atividade que nos controles na presença do Al. Esses 

resultados indicam que no cultivar Fernandes, essas enzimas foram positivamente 

estimuladas em resposta ao Al, promovendo melhor utilização da glutationa como 

molécula antioxidativa e adicionalmente, elevando o teor da GSH no interior das 

células, permitido aumentos na razão GSH/GSSG. Aparentemente, o cultivar 

Fernandes utiliza de modo mais eficiente a rota metabólica da glutationa durante o 

estresse induzido pelo Al.       

 

Palavras-chave: glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG), glutationa 

S-transferase (GST), sintetase da γ-glutamilcisteína (γ-GCS), peroxidase da 

glutationa (GPX) e redutase da glutationa (GR) 
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1. Introdução 

 

Dentre os metabólitos constituintes do sistema de defesa não-enzimático das 

plantas, a glutationa apresenta papel crucial na defesa contra danos oxidativos 

gerados durante estresses bióticos e abióticos (Noctor et al., 1998). A GSH é um 

tripeptídeo, formado pelas moléculas de glutamato, cisteína e glicina e, por isso, 

conhecida por gama-glutamil-cisteinil-glicina (γ-Glu-Cis-Gli) (Foyer et al., 2001).  

A glutationa é amplamente distribuída em plantas, podendo ser encontrada 

tanto na forma reduzida (GSH) quanto na forma oxidada (GSSG), sendo que, 90% da 

glutationa presente nos tecidos encontra-se na forma reduzida (Meister, 1988). Esse 

metabólito está presente em quase todos os compartimentos celulares, em 

concentrações variando entre 1 a 5 mM (Mittler, 2002). Considerada como o tiol 

não-protéico mais abundante no interior das células, a GSH atua como fonte 

endógena de enxofre (S), sendo a principal forma de armazenamento e translocação 

desse elemento em plantas. Adicionalmente, ao lado do ascorbato, a glutationa é um 

dos principais metabólitos antioxidativos e tampão de redox celular (Noctor e Foyer, 

1998). 

 Devido à grande importância da GSH para o metabolismo vegetal, vários 

estudos têm sido realizados e numerosas funções fisiológicas têm sido atribuídas a 

esse metabólito. Uma delas está relacionada com a regulação da divisão celular e do 

crescimento de células vegetais (May et al., 1998; Noctor et al., 2002). Outra 

importante função da GSH está associada a sua capacidade de atuar como 

antioxidante celular (Ascher, 1989), função esta dependente do grupamento -SH do 

resíduo de cisteína (May et al., 1998). Assim, a GSH protege as células contra os 

possíveis danos causados pelo acúmulo de espécies reativas de oxigênio (ROS), 

formadas durante o estabelecimento de um estresse oxidativo (Rüegsegger e 

Brunold, 1992; Yamaguchi et al., 1999; Nagalakshmi e Prasad, 2001). Trabalhando 

com Al, Devi et al. (2003) observaram que o estresse oxidativo imposto por esse 

metal foi o responsável por manter elevado o teor de glutationa, contribuindo com 

um eficiente mecanismo de defesa antioxidativo. Para eliminar o excesso das ROS 

produzidas sob condições estressantes, a GSH pode reagir diretamente com essas 

espécies reativas, usualmente, com o peróxido de hidrogênio (H2O2), ou servir como 

substrato da enzima peroxidase da glutationa (GPX) ou, ainda, participar do ciclo 

ascorbato-glutationa (Eshdat et al., 1997; Noctor et al., 1998).  
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Adicionalmente, a GSH também pode atuar como substrato de outras duas 

importantes enzimas, a glutationa S-transferase (GST) e a sintetase da fitoquelatina 

(Semane et al., 2007). A GST catalisa a conjugação da GSH a diversos tipos de 

compostos xenobióticos, formando substâncias de baixa toxicidade que são 

transportadas para dentro do vacúolo (Marrs, 1996). A sintetase da fitoquelatina, por 

outro lado, catalisa a polimerização da fitoquelatina, um peptídeo ([γ-glutamil-

cisteina]2-12-glicina) com elevada capacidade para complexar metais, eliminando seus 

efeitos fitotóxicos (Inouhe, 2005).  

O desempenho das funções da glutationa no metabolismo vegetal depende da 

capacidade da planta em manter seu teor homeostático no interior das células (Noctor 

et al., 2002). A concentração celular da glutationa pode ser extremamente variável, 

dependendo de vários fatores, como a atividade das enzimas associadas com sua 

biossíntese, a ativação de mecanismos associados a sua degradação, transporte, 

utilização como substrato para a síntese de fitoquelatina, disponibilidade de cisteína e 

a presença de condições estressantes (Kocsy et al., 2000; Noctor et al., 2002; Tausz 

et al., 2004). 

 A rota biossintética da glutationa está bem estabelecida e parece ser 

semelhante em plantas, animais e microrganismos (Noctor et al., 2002). Em plantas, 

a biossíntese de glutationa pode ocorrer tanto nos cloroplastos quanto no citossol 

(Klapheck et al., 1987). Para que ocorra a síntese de glutationa, duas reações são 

extremamente importantes envolvendo a participação de duas enzimas dependentes 

de ATP. Inicialmente, a enzima sintetase da γ-glutamilcisteína (γ-GCS) catalisa a 

reação entre o glutamato e a cisteína formando a molécula γ-glutamilcisteína (γ-GC). 

Em seguida, a enzima sintetase da glutationa (GSH-S) catalisa a reação de inserção 

de uma glicina ao γ-glutamilcisteína, formando a glutationa (GSH) (May et al., 1998; 

Noctor e Foyer, 1998; Noctor et al., 2002). Dois fatores são considerados 

fundamentais no controle das taxas de síntese da GSH: a concentração do 

aminoácido cisteína e a atividade da enzima γ-GCS (Noctor et al., 1996). A enzima 

γ-GCS controla a síntese de GSH através de um mecanismo de retro-alimentação 

negativa, no qual, a reação catalisada por essa enzima pode ser inibida pela GSH 

(Nagalakshmi e Prasad, 2001; Aravind e Prasad, 2005). 

 O teor da forma reduzida da glutationa (GSH) no interior das células vegetais 

é determinado pelo balanço entre sua biossíntese e degradação, bem como da 

atividade de enzimas relacionadas a sua regeneração. A redutase da glutationa (GR) 
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(Mittler, 2002) é uma dessas enzimas, catalisando a redução da forma oxidada 

(GSSG), utilizando NAD(P)H como molécula doadora de elétrons (Noctor e Foyer, 

1998; Mittler, 2002). 

Na literatura, vários trabalhos têm reportado variações no teor da glutationa 

após exposição das plantas ao estresse por cádmio (Aravind e Prasad, 2005; Semane 

et al., 2007), cobre (Nagalakshmi e Prasad, 2001) e boro (Ruiz et al., 2003). 

Entretanto, em relação ao estresse gerado pelo Al, pouco se conhece sobre seu efeito 

na rota metabólica da glutationa (Corrales et al., 2008; Panda e Matsumoto, 2010; Xu 

et al., 2011). A semelhança de outros metais, o estresse por Al pode atuar sobre a 

atividade das enzimas envolvidas na síntese, conjugação e/ou degradação da 

glutationa.  

Portanto, o presente trabalho teve como objetivos avaliar os efeitos do Al 

sobre o teor de GSH e GSSG e sobre a atividade de enzimas envolvidas na síntese ou 

degradação da glutationa em raízes de dois cultivares de arroz com tolerância 

diferencial ao Al. 

   

2. Material e métodos 

 

2.1. Material vegetal e condições de crescimento 

 

Nos experimentos foram utilizados dois cultivares de arroz (Oryza sativa L.) 

com tolerância diferencial ao Al: Fernandes (CNA-1158) e Maravilha (CNA-6843-

1), considerados tolerante e sensível ao Al, respectivamente, fornecidos pela 

Embrapa - Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijão. 

As sementes dos dois cultivares, selecionadas quanto ao tamanho e forma, 

foram tratadas com ácido sulfúrico 98% (v/v), por 1 minuto. Em seguida, foram 

lavadas em água corrente e esterilizadas superficialmente com hipoclorito de sódio 

3% (v/v) por 15 minutos, e então, lavadas novamente em água corrente e enxaguadas 

em água desionizada. As sementes foram germinadas em rolos de papel germitest 

mergulhados em solução nutritiva de Clark (Clark, 1975), pH 4,0, com um terço da 

força iônica original, sob aeração contínua.  

Plântulas com 12 dias de idade foram selecionadas quanto à uniformidade de 

tamanho e forma e transplantadas para vasos de polietileno contendo 1,8 L de 

solução nutritiva de Clark (Clark, 1975), pH 4,0, e submetidas aos tratamentos com 
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Al nas concentrações de 0 e 1,0 mM, aplicado na forma de AlCl3, durante 3, 6 e 9 

dias. O experimento foi conduzido em sala de crescimento com temperatura 

controlada (25±3ºC), fluxo de radiação fotossinteticamente ativa de 230 µmol m-2 s-1 

e fotoperíodo de 16 h. As soluções nutritivas foram continuamente aeradas, os pHs 

ajustados diariamente para 4,0 e renovadas a cada 3 dias. 

A cada 3 dias, após inicio do experimento, as raízes foram colhidas, lavadas 

em água corrente e enxaguadas em água desionizada e, então, amostras foram 

retiradas para as diversas análises químicas. 

 

2.2. Determinação dos teores de glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) 

 

Os teores de GSH e GSSG foram determinados de acordo como o método 

descrito por Griffith (1980). Para isso, foram utilizadas amostras de 0,3 g de massa 

fresca de raízes, que foram trituradas em N2 líquido, seguido da adição de 2 mL de 

meio de homogeneização constituído de HCl 0,1 M e EDTA 1 mM. Depois de 

filtrado através de quatro camadas de gaze, o homogeneizado foi centrifugado a 

12.000 g por 10 min a 4oC.  

Para a determinação do teor de glutationa total (GSH+GSSG), 100 μL do 

sobrenadante foram adicionados a um meio de reação constituído de tampão fosfato 

de sódio 25 mM, pH 7,5, NADPH 30 μM e DTNB 0,6 mM [ácido 5,5’–ditio-bis (2-

nitrobenzóico)]. Após incubação a 30ºC, por 5 min, foram adicionados 10 μL da 

enzima redutase da glutationa (50 U mL-1) sendo a absorvância monitorada durante o 

primeiro minuto de reação a 412 nm.  

Para a determinação do teor de glutationa oxidada (GSSG) uma alíquota de 

200 μL do sobrenadante foi tratada com 10 μL de 2-vinilpiridina (2-VP) durante 60 

min a 30ºC. Após derivatização da GSH com 2-VP, o teor de GSSG foi determinado 

conforme descrito anteriormente para glutationa total.  

O teor de glutationa reduzida (GSH) foi calculado pela diferença entre os 

teores de glutationa total (GSH+GSSG) e de glutationa oxidada (GSSG). As 

concentrações de GSH e GSSG foram determinadas por meio de curva de calibração, 

utilizando-se padrões autênticos de glutationa. 
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2.3. Ensaios enzimáticos  

 

2.3.1. Sintetase da  γ-glutamilcisteína (γ-GCS, EC 6.3.2.2) 

 

Amostras de 0,3 g de massa fresca de raízes foram maceradas em N2 líquido 

e, então, adicionou-se meio de homogeneização constituído de tampão Tris-HCl 0,1 

M, pH 8,0 e EDTA 5 mM, conforme metodologia recomendada por Rüegsegger e 

Brunold (1992). O homogeneizado, depois de filtrado através de quatro camadas de 

gaze, foi centrifugado a 30.000 g por 10 min, a 4ºC e o sobrenadante utilizado como 

extrato enzimático bruto.  

A atividade enzimática foi determinada pela adição de 100 μL do extrato 

enzimático bruto a 900 μL de um meio de reação constituído por glutamato de sódio 

10 mM, L-aminobutirato 10 mM, Na2EDTA 2 mM, BSA 0,02% (p/v), MgCl2 20 

mM, sal dissódico de ATP 5 mM e  tampão Tris-HCl 100 mM, pH 8,2. A mistura foi 

incubada em banho-maria, a 37ºC, durante 30 min e, então, a reação foi paralisada 

pela adição de 100 μL de TCA 50% (Nagalakshmi e Prasad, 2001).  

A mistura foi centrifugada a 10.000 g por 10 min e o teor de fosfato 

inorgânico no sobrenadante foi estimado a 720 nm pelo método do fosfo-molibdato 

(Lindeman, 1958).  

 

2.3.2. Glutationa redutase (GR – EC 1.6.4.2) 

 

 Amostras de 0,2 g de tecidos radiculares foram macerados em N2 líquido, 

seguido pela adição de 2 mL de meio de homogeneização constituído de tampão 

fosfato de potássio 0,1 M, pH 7,5, EDTA 1 mM, DTT 2 mM, PMSF 1 mM e PVPP 

1% (Carlberg e Mannervik, 1985).  

A atividade da GR 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 0,1 M, pH 7,5, EDTA 1 mM, glutationa oxidada (GSSG) 1 mM e NADPH 

0,1 mM (Carlberg e Mannervik 1985). O meio de reação foi incubado a 30ºC e a 

variação na absorvância medida a 340 nm durante o primeiro minuto de reação. A 

atividade enzimática foi estimada usando-se o coeficiente de extinção molar 6,22 

mM-1 cm-1. 
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2.3.3. Glutationa peroxidase (GPX – EC 1.11.1.9)  

 

 Amostras de 0,3 g de tecido radicular foram maceradas em N2 líquido e 

homogeneizadas em 2 mL de meio de extração constituído de tampão Tris-HCl 0,1 

M, pH 7,5, EDTA 1 mM e MgCl2 10 mM (Nagalakshmi e Prasad, 2001).  

A atividade da GPX foi determinada pela adição de 100 μL do extrato 

enzimático bruto a 0,9 mL de um meio de reação consistindo de tampão fosfato de 

potássio 50 mM, pH 7,0, EDTA 1 mM, NaCl 0,1 mM, GSH 1 mM, NADPH 0,2 

mM, H2O2 0,25 mM e 1 unidade de glutationa redutase (Nagalakshmi e Prasad 

2001). O meio de reação foi incubado a 30ºC e a variação na absorvância medida a 

340 nm durante o primeiro minuto de reação. A atividade enzimática foi estimada 

usando-se coeficiente de extinção molar 9,6 mM-1 cm-1. 

 

2.3.4. Sulfotransferase da glutationa (GST, EC 2.5.1.18)  

 

Amostras de 0,3 g de massa fresca de raízes foram maceradas em N2 líquido 

e, então, adicionadas a um meio de homogeneização constituído de tampão Tris-HCl 

0,2 M, pH 7,8, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, PMSF 0,1 mM e PVPP 1% (Habig e 

Jakoby, 1981). O homogeneizado, depois de filtrado através de quatro camadas de 

gaze, foi centrifugado a 12.000 g por 15 minutos, a 4ºC e o sobrenadante utilizado 

como extrato enzimático bruto.  

A atividade da sulfotransferase da glutationa foi determinada após adição de 

100 μL do extrato enzimático bruto a 0,9 mL de um meio de reação constituído de 

tampão fosfato de potássio 0,1 M pH 7,0, glutationa reduzida (GSH) 1 mM e 1-cloro 

2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 1 mM (Nagalakshmi e Prasad, 2001). O aumento na 

absorvância a 340 nm foi medido no primeiro minuto de reação a 30ºC. A atividade 

enzimática foi calculada utilizando-se o coeficiente de extinção molar de 9,6 mM-

1cm-1. 

 

2.3.5. Determinação de proteína  

 

Os teores de proteínas dos extratos enzimáticos foram determinados pelo 

método de Lowry et al. (1951), utilizando BSA como padrão. 
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2.4. Delineamento Experimental e Analise Estatística 

 

 Os tratamentos foram dispostos no delineamento inteiramente casualizado, 

em esquema fatorial 2x2x3: dois cultivares de arroz (Fernandes e Maravilha), dois 

níveis de Al (0 e 1 mM) e três tempos (3, 6 e 9 dias), com três repetições. 

Exclusivamente para a determinação dos teores de glutationa reduzida (GSH) e 

glutationa oxidada (GSSG) foram utilizados quatro tempos de tratamento com Al (0, 

3, 6 e 9 dias). 

Os resultados foram submetidos à análises de variância (ANOVA), sendo as 

médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. As análises foram 

efetuadas utilizando o programa estatístico “SAEG”, da Fundação Arthur Bernardes, 

da Universidade Federal de Viçosa, versão 9.0.  

 

3. Resultados   

 

Os teores de glutationa total (GSH + GSSG) nas raízes das plantas-controle 

do cultivar Fernandes foram sempre maiores do que no cultivar Maravilha (Fig 1a e 

1b). Na presença de Al, o teor de glutationa total no cultivar Fernandes reduziu com 

o tempo de exposição ao estresse, mas foi sempre maior do que nas plantas-controle. 

No 3°, 6° e 9° dias as diferenças em relação aos respectivos controles foram de 42%, 

18% e 10% (Fig. 1a). No cultivar Maravilha, o teor de glutationa total após 

tratamento com Al foi maior do que no controle apenas no 9º dia do período 

experimental (Fig. 1b). 

Os teores de glutationa reduzida (GSH) seguiram aproximadamente a mesma 

tendência de resposta observada quanto aos teores de glutationa total (Fig. 1c e 1d). 

Nas plantas tratadas com Al, o teor de GSH nas raízes do cultivar Fernandes foi 

maior do que nas plantas-controle, após o 3º e o 6º dia de tratamento (Fig. 1c). Neste 

cultivar, entretanto, nas plantas tratadas com Al, observou-se decréscimo contínuo no 

teor de GSH do 3° ao 9° dia. No cultivar Maravilha, observou-se ligeiro aumento no 

teor de GSH entre o 6° e o 9° dia, mas não foi observado nenhum aumento 

significativo após tratamento com Al (Fig. 1d).    
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Figura 1: Teores de glutationa total, GSH, GSSG e razão GSH/GSSG em raízes de 
dois cultivares de arroz Fernandes e Maravilha após 0, 3, 6 e 9 dias de exposição a 0 
mM (○) ou 1 mM (●) de Al. Asterisco denota diferença significativa entre os tratamentos para o 
mesmo cultivar (p ≤ 0.05). Barras representam o desvio padrão. 
 
 

Os teores de glutationa oxidada (GSSG) nas plantas-controle do cultivar 

Fernandes aumentaram no 3º e 6º dia, declinando a seguir no 9° dia (Fig. 1e). Já nas 

plantas tratadas com Al os teores de GSSG aumentaram linearmente com o tempo. 

Na presença de Al, o teor de GSSG foi sempre menor do que nas plantas-controle, 

exceto no 9° dia de tratamento. No cultivar Maravilha, o teor de GSSG decresceu 

ligeiramente no 3° e 6° dia, independente do tratamento com Al. No 9° dia, à 

semelhança do observado no cultivar Fernandes, o teor de GSSG nas raízes do 
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cultivar Maravilha tratadas com Al tornou-se 17% maior do que nas plantas-controle 

(Fig. 1f). No 9° dia, na presença de Al, o teor de GSSG no cultivar Fernandes foi 

16% maior do que no cultivar Maravilha. 

A razão GSH/GSSG nas raízes do cultivar Fernandes tratadas com Al 

decresceu com o tempo de tratamento, entretanto no 3º e 6º dia, essa razão foi 131% 

e 66% maior que nas plantas-controle, respectivamente (Fig. 1g). A razão 

GSH/GSSG nas raízes do cultivar Maravilha aumentou ligeiramente com o tempo a 

partir do 3º dia de análise, mas não foi influenciada pelo tratamento com Al (Fig. 1h).    

A atividade da sintetase da γ-glutamilcisteína (γ-GCS) nas raízes das plantas-

controle não se modificou ao longo do período experimental em nenhum dos 

cultivares de arroz (Fig. 2a e 2b).  Na presença de Al, a atividade da γ-GCS nas 

raízes do cultivar Fernandes, também, não se modificou com o tempo de tratamento, 

mas foi em média 34% mais elevada que no controle. No cultivar Maravilha, a 

atividade da enzima γ-GCS só aumentou no 9º dia de tratamento com Al, sendo 26% 

maior que a atividade do controle. A atividade dessa enzima no cultivar Fernandes 

foi 33% e 28% maior que no cultivar Maravilha no 3º e 6º dias de tratamento com 

Al. No 9º dia de tratamento com Al os dois cultivares passaram a não diferir 

estatisticamente.
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Figura 2: Atividade das enzimas sintetase da  γ-glutamilcisteína (γ-GCS), e redutase 
da glutationa (GR) em raízes dos cultivares de arroz Fernandes e Maravilha após 3, 6 
e 9 dias de exposição a 0 mM (○) ou 1 mM (●) de Al. Asterisco denota diferença 
significativa entre os tratamentos para o mesmo cultivar (p ≤ 0.05). Barras representam o desvio 
padrão. 
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A atividade da enzima redutase da glutationa (GR) nas raízes do cultivar 

Fernandes aumentou a partir do 3º dia de tratamento com o Al ficando 16% e 24% 

maior do que no controle após 6 e 9 dias de tratamento (Fig. 2c). No cultivar 

Maravilha não se observou efeitos significativos do Al, em relação ao controle, 

mesmo com o prolongamento do experimento (Fig. 2d).  

Em relação as plantas-controle, a atividade da peroxidase da glutationa (GPX) 

não alterou nos dois cultivares de arroz no 3° dia de exposição ao Al (Fig. 3a e 3b). 

A partir do 6° dia, nas plantas tratadas com Al, observou-se aumento na atividade 

dessa enzima no cultivar Fernandes, enquanto ela se manteve essencialmente 

constante no cultivar Maravilha. Nas raízes do cultivar Fernandes, a atividade dessa 

enzima na presença de Al foi aproximadamente 28% mais elevada que nas plantas-

controle no 6º e 9º dias de tratamento. No cultivar Maravilha, a atividade da enzima 

GPX nas plantas tratadas com Al foi cerca de 30% mais elevada que nas plantas-

controle no 9º dia de tratamento com esse metal. 
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Figura 3: Atividade das enzimas peroxidase da glutationa (GPX), e sulfotransferase 
da glutationa (GST) em raízes dos cultivares de arroz Fernandes e Maravilha após 3, 
6 e 9 dias de exposição a 0 mM (○) ou 1 mM (●) de Al. Asterisco denota diferença 
significativa entre os tratamentos para o mesmo cultivar (p ≤ 0.05). Barras representam o desvio 
padrão. 
 

A atividade da sulfotransferase da glutationa (GST), no 3º dia de tratamento, 

foi muito próxima nos dois cultivares, independente da presença de Al (Fig. 3c e 3d). 

No 6º dia, para os dois cultivares de arroz, as plantas que foram expostas ao Al 
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apresentaram menor atividade enzimática do que as plantas-controle. Já no 9° dia do 

período experimental, apenas nas raízes do cultivar Fernandes, foi observado, em 

relação ao controle, redução na atividade enzimática após tratamento com Al. 

 

4. Discussão 

 

A glutationa reduzida (GSH) é um dos mais importantes metabólitos na 

defesa das plantas contra danos oxidativos gerados por estresses bióticos e abióticos 

(Noctor et al., 1998). Ela pode ser utilizada diretamente como antioxidante celular 

(Ascher, 1989) ou ser substrato para enzimas antioxidativas (Noctor et al., 1998). 

 O controle dos níveis homeostáticos da glutationa, portanto, é de fundamental 

importância para plantas submetidas a condições ambientais que resultam em 

estresse oxidativo, como, por exemplo, o Al. A manutenção de níveis celulares da 

glutationa depende de várias rotas metabólicas como, por exemplo, dos ciclos 

peroxidase da glutationa e ascorbato-glutationa (Mittler, 2002; Apel e Hirt, 2004) e, 

ou de processos relacionados à degradação/síntese de GSH (Noctor et al., 2002; 

Tausz et al., 2004; Aravind e Prasad, 2005). 

A glutationa reduzida (GSH), em geral, corresponde a cerca de 90% da 

glutationa total (Meister, 1988). No presente trabalho, a participação da GSH nas 

raízes do cultivar Fernandes, contribuiu, em média, com 75% do teor total de 

glutationa. No 3° dia de exposição ao Al, a participação da GSH no teor de 

glutationa total das raízes do cultivar Fernandes chegou a 82%, mas à medida que o 

tempo de tratamento aumentou, sua contribuição relativa foi diminuindo, chegando a 

76% e 69%, para o 6º e 9º dia, respectivamente. Trabalho de Sharma e Dubey, 

(2007), com outros cultivares de arroz, chegou a valores similares aos obtidos no 

presente trabalho (cerca de 80% da glutationa total). Esses resultados evidenciam que 

o balanço entre a biossíntese e, ou, regeneração e os processos de consumo de GSH 

na presença de Al foram negativos. O Al é reconhecidamente um indutor de estresse 

oxidativo (Richards et al., 1998; Ezaki et al., 2000), resultando em elevado consumo 

de GSH para manter o estado de redox celular ou para ativar enzimas antioxidativas 

que a utilizam como substrato. No caso do cultivar Maravilha, considerado sensível 

ao Al, a contribuição da GSH no teor de glutationa total foi praticamente constante, 

em torno de 67%, independente do tempo e da presença de Al, indicando pequena 

participação desse metabólito nos mecanismos de tolerância deste cultivar. 
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A molécula de glutationa pode exercer forte proteção para as células contra 

danos oxidativos gerados durante o estresse por Al (Devi et al., 2003), 

principalmente em cultivares tolerantes a esse metal (Dong et al., 2002). Entretanto, 

para a realização dessa função antioxidativa, a molécula de glutationa, 

obrigatoriamente, deve estar na forma reduzida (GSH). No presente trabalho, apesar 

de o teor de GSH ter diminuído nas raízes do cultivar Fernandes durante o período de 

imposição do estresse por Al, mesmo assim, seu teor foi sempre maior nesse cultivar 

do que no Maravilha (Fig. 1c e 1d), indicando uma possível correlação entre os 

níveis de GSH e a tolerância ao estresse oxidativo induzido pelo Al. Resultados 

semelhantes foram encontrados por Dong et al. (2002) e Xu et al. (2011), 

trabalhando com cultivares de trigos com tolerância diferencial ao Al. Para esses 

autores, esses resultados são indícios de que a molécula de glutationa atuaria como 

um eficiente mecanismo de defesa antioxidativo, conferindo tolerância contra os 

possíveis danos gerados pelo Al.   

Os teores de glutationa oxidada (GSSG) dependem basicamente da sua 

formação pela reação da GSH com o peróxido de hidrogênio (H2O2), catalisada pela 

peroxidase da glutationa (GPX) e de sua utilização na reação catalisada pela redutase 

da glutationa (GR) durante a regeneração da GSH (Noctor e Foyer, 1998; Mittler, 

2002). No cultivar Fernandes, do 3º ao 6º dia de tratamento, os teores de GSSG 

foram mais baixos nas raízes das plantas cultivadas em presença de Al (Fig. 1e). Isso 

indica que na fase inicial do estresse, ocorre maior consumo de GSSG. Já no 9º dia, o 

teor de GSSG nas plantas tratadas com Al alcançou valores mais elevados do que nos 

controles dos dois cultivares, indicando estar ocorrendo, nesse momento, maior 

consumo de GSH do que sua regeneração via GR.  

Os níveis homeostáticos de GSH e GSSG são dependentes da ação de 

diversas enzimas relacionadas a sua biossíntese, regeneração e degradação (Noctor et 

al., 2002; Tausz et al., 2004; Aravind e Prasad, 2005). No presente trabalho, 

procurou-se relacionar as atividades de algumas das principais enzimas associadas ao 

metabolismo da glutationa com os teores de GSH e GSSG nas raízes de dois 

cultivares de arroz submetidos ao tratamento com Al. De maneira geral, os resultados 

obtidos no presente estudo mostraram existir uma relação entre o metabolismo da 

glutationa e as respostas diferenciais de tolerância ao Al entre esses dois cultivares de 

arroz. 
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Uma alta relação GSH/GSSG é considerada indicativo de um estado redox 

adequado das células visando a eliminação do excesso das ROS produzidas durante o 

estresse oxidativo (Mittler, 2002). Valores elevados para essa relação são resultado 

de um balanço positivo entre as atividade das enzimas GR (Apel e Hirt, 2004), γ-

GCS e GSH-S (Ishikawa et al., 2006) em relação à atividade de enzimas 

consumidoras, como a GPX. No presente trabalho, a razão GSH/GSSG nas raízes do 

cultivar Fernandes tratadas com Al foi sempre maior do que no controle (Fig. 1g). Já 

para o cultivar Maravilha, isto não foi observado (Fig. 1h). Sharma e Dubey, (2007), 

também verificaram maior razão GSH/GSSG em raízes de arroz tratadas com Al. 

Após estresse por Al, um cultivar de trigo tolerante a este metal apresentou maior 

razão GSH/GSSG em suas raízes que o cultivar sensível (Xu et al., 2011). A relação 

GSH/GSSG mais elevada pode ser considerada um forte indicativo da existência de 

um mecanismo eficiente de defesa antioxidativo nas raízes do cultivar Fernandes, 

mas pouco significativo no cultivar Maravilha. No presente trabalho, a razão 

GSH/GSSG reduziu entre o 3º e o 9º dia de tratamento com Al nas raízes do cultivar 

Fernandes (Fig. 1g). Esta é uma forte evidencia da utilização da GSH no combate aos 

danos oxidativos gerados pelo Al, principalmente no 9º dia de tratamento, no qual o 

estresse por este metal é mais intenso, refletindo em redução no teor de GSH (Fig. 

1c) e, consequentemente, em menor razão GSH/GSSG.    

As enzimas γ-GCS e GR estão diretamente envolvidas na manutenção do teor 

de GSH no interior das células, catalisando reações da rota biossintética e 

regenerativa desse metabólito, respectivamente (Noctor e Foyer, 1998; Aravind e 

Prasad, 2005). As atividades dessas duas enzimas, na presença de Al, foram sempre 

maiores do que nas plantas-controle, exceto a GR, no 3° dia de tratamento (Fig. 2a e 

2c). A γ-GCS atua conjuntamente com a sintetase da glutationa (GSH-S), 

participando diretamente da síntese desse metabólito (Noctor e Foyer, 1998; Noctor 

et al., 2002). Paralelamente ao aumento nas atividades dessas enzimas, observou-se 

aumento nos teores de GSH. De modo semelhante, Ruiz e Blumwald, (2002) 

trabalhando com plantas expostas ao estresse salino, observaram aumentos na 

atividade das enzimas γ-GCS, GR e da GSH-S, resultando em aumentos nos teores 

de GSH. As enzimas γ-GCS e GR, juntamente com a GSH-S, são importantes 

componentes do sistema de manutenção dos níveis homeostáticos da GSH (Noctor et 

al., 2002). A atividade da GSH-S não foi determinada no presente trabalho, porém 
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acredita-se que ela siga a mesma tendência da γ-GCS, uma vez que elas atuam em 

série na rota de biossíntese da GSH (Noctor e Foyer, 1998; Noctor et al., 2002).   

A GR catalisa a regeneração da GSH a partir da GSSG, reduzindo, 

consequentemente, o teor de GSSG (Drazkiewicz et al., 2003). Nagalakshmi e 

Prasad, (2001) trabalhando com plantas submetidas ao estresse por cobre observaram 

aumentos na atividade da γ-GCS, mas reduções na atividade da GR, resultando em 

decréscimos nos teores de GSH. Segundo esses autores, a atividade da GR pode ser 

fator limitante na reciclagem da GSH, pois atuaria diretamente na regeneração dessa 

molécula.  

No presente trabalho, durante o 3º e o 6º dia de estresse por Al, foi possível 

observar correlação entre as atividades das enzimas γ-GCS e GR e o teor de GSH 

apenas para o cultivar Fernandes. As maiores atividades dessas duas enzimas durante 

o período de tratamento com Al contribuiu positivamente para a manutenção de 

maiores teores de GSH nos tecidos desse cultivar. Por outro lado, no 9º dia de 

tratamento com Al, mesmo as duas enzimas tendo apresentado acréscimos em suas 

atividades, não foi observado aumento em relação ao controle no teor de GSH, o que 

pode ser explicado pelo maior consumo da GSH em comparação a sua taxa de 

síntese e/ou regeneração (Wang e Kao, 2007). O consumo de GSH por outras rotas, 

como por exemplo, pela enzima GPX, também pode ter contribuído para este 

resultado. 

A peroxidase da glutationa (GPX) é um importante componente do sistema 

enzimático antioxidativo, protegendo as células de um possível acúmulo de H2O2 

durante os estresses oxidativos (Chaoui et al., 1997). Essa enzima apresentou maior 

atividade nas plantas tratadas com o Al a partir do 6° dia no cultivar Fernandes, 

enquanto no cultivar Maravilha apenas no 9º dia. Além disso, o aumento na atividade 

da GPX no cultivar Fernandes foi sempre maior do que no cultivar Maravilha. Maior 

atividade e o estímulo mais precoce dessa enzima no cultivar Fernandes, considerado 

tolerante ao Al, indicam que esse cultivar se beneficia dessa resposta mais rápida ao 

estresse oxidativo durante a imposição do estresse por Al. Maior atividade da GPX 

também foi observada em raízes de plantas de trigo tolerantes ao Al (Xu et al., 2011). 

Para a eliminação do H2O2 pela enzima GPX, entretanto, torna-se necessária a 

utilização da GSH como substrato da reação tendo, consequentemente, a forma 

GSSG como produto da reação (Eshdat et al., 1997). O aumento na atividade da GPX, 
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conforme observado no presente trabalho, além de resultar em redução no teor de 

GSH, levou ao aumento no teor de GSSG nas células.  

Nas raízes do cultivar Fernandes, no 6º e no 9º dia de estresse por Al, as 

atividades das enzimas GR (Fig. 2c) e GPX (Fig. 3a) foram fortemente ativadas pela 

presença desse metal. Inicialmente, a GR pode ter contribuído para o aumento na 

concentração da GSH, que consequentemente levaria ao aumento na atividade da 

GPX. Xu et al. (2011), trabalhando com cultivares de trigo com tolerância diferencial 

ao Al, observaram que, após exposição das plantas a este metal, houve, nas raízes do 

cultivar tolerante, maior atividade das enzimas GR e GPX, fato que refletiu em 

menor teor de ROS e, consequentemente, em menor peroxidação de lipídios em 

relação ao cultivar sensível. Portanto, um controle fino entre a regeneração e o 

consumo de GSH por essas duas enzimas, pode contribuir para a remoção de ROS do 

interior das células. Por outro lado, nas raízes do cultivar Maravilha, não foi 

observada qualquer relação entre a atividade das enzimas GPX e GR. 

A GST é uma enzima importante na rota do metabolismo da glutationa com 

papel ativo na desintoxicação das plantas a xenobióticos, como herbicidas, por 

exemplo, utilizando como substrato a glutationa (Marrs, 1996). Além disso, essa 

enzima também pode exercer papel na proteção das plantas contra danos oxidativos 

gerados pelas espécies reativas de oxigênio (Pascal et al., 1998). Em Scenedesmus 

bijugatus, observou-se aumentos significativos na atividade dessa enzima na 

presença de cobre, sugerindo ter havido aumentos em produtos da degradação 

oxidativa de lipídios e ácidos nucléicos (Nagalakshmi e Prasad, 2001). Em 

Euphorbia esula, também se observou pequeno aumento de 10 a 20% na atividade da 

GST após 48 horas de exposição ao cobre (Davis e Swanson, 2001). Além disso, 

Ezaki et al. (2004) verificaram que, em Arabidopsis, após tratamento com Al, houve 

super-expressão de dois genes relacionados com à síntese da enzima GST. No 

presente trabalho, embora a atividade da GST tenha aumentado ligeiramente com o 

prolongamento do estresse na presença de Al sua atividade foi sempre igual ou 

menor do que nas plantas-controle dos dois cultivares (Fig. 3c e 3d). Esse resultado 

indica que, pelo menos para essa espécie e sob as condições experimentais, essa 

enzima não contribuiu para a proteção dos danos causados pelo Al.  

Os resultados do presente trabalho indicam que o metabolismo de glutationa 

está diretamente relacionado com a tolerância ao Al nos cultivares de arroz 

estudados. As concentrações da GSH e da GSSG e as atividades das enzimas γ-GCS, 
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GR, GPX e GST, na presença do Al, modificaram-se coerentemente com o que se 

conhecia a respeito da tolerância dos dois cultivares de arroz a esse elemento tóxico. 

No cultivar Fernandes, na presença de Al, os teores de GSH e a relação GSH/GSSG 

foram mais elevados proporcionando melhor capacidade de manutenção do estado 

redox do que no cultivar Maravilha. As atividades das enzimas γ-GCS e GR, que 

catalisam a produção de GSH, e da GPX, que catalisa a eliminação de peróxido de 

hidrogênio, produzindo substrato para a GR, foram coerentes com o melhor 

aproveitamento da GSH no controle do estresse oxidativo induzido por Al no cultivar 

Fernandes. Consequentemente, esse cultivar demonstra ter um metabolismo da 

glutationa mais eficiente, o que contribui para a sua tolerância ao estresse induzido 

pelo Al.       
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4. CONCLUSÕES GERAIS 

 

Após exposição das plantas dos dois cultivares de arroz a níveis tóxicos de Al 

foi possível concluir que, parte da maior tolerância apresentada pelo cultivar 

Fernandes em relação ao Maravilha está relacionada: 

 

- ao maior crescimento das raízes e a maior produção de massa seca radicular; 

- ao menor acúmulo de Al nos ápices radiculares; 

- aos menores efeitos do Al sobre a morfologia externa das raízes; 

- às maiores atividades das enzimas antioxidativas, principalmente da SOD; 

- à melhor utilização/regeneração do ascorbato pelas enzimas APX, MDHAR e 

DHAR;  

- ao menor acúmulo de ROS e à menor taxa de peroxidação de lipídios; 

- à melhor utilização dos teores de GSH e GSSG e 

- à maior atividade das enzimas γ-GCS, GR e GPX, envolvidas na biossíntese, 

regeneração e degradação da glutationa.  




