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RESUMO 
 

 

 

ANDRADE, Renata, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 2022. 

Caracterização morfofisiológica e metabólica de raízes de soja expostas ao alumínio. 

Orientador: Cleberson Ribeiro. Coorientadores: Danielle Santos Brito, Genaina Aparecida de 

Souza e Maximiller Dal Bianco Lamas Costa. 

 

 
Solos ácidos com elevada saturação de alumínio (Al) ocorrem, principalmente em regiões 

tropicais e subtropicais, podendo comprometer a produtividade de plantas cultivadas. Sob essas 

condições, o alongamento da raiz pode ser prejudicado e, portanto, perturbar a absorção de água 

e nutrientes. No presente estudo, investigamos os sítios de acúmulo do Al nas raízes e seus 

efeitos sobre o crescimento, a fisiologia, o metabolismo em raízes de soja (Glycine max L.) nos 

genótipos A7002 e Suprema. As plântulas de soja foram cultivadas em sala de crescimento com 

solução de Clark contendo 0 (controle) e 100 µM de AlCl3, sob pH 4,0 e aeração constante, por 

72 horas. Avaliamos os danos causados no alongamento da raiz, na morfologia e anatomia 

radicular e o teor relativo de Al no ápice da raiz. Também abordamos as respostas antioxidantes 

da soja ao estresse por Al, bem como moléculas indicadoras de estresses, como ROS e MDA. 

Os ajustes metabólicos pelas plantas frente ao estresse por Al também foram investigados. 

Nossos resultados mostraram maior acúmulo de Al nas camadas superficiais do genótipo A7002 

e mais internamente no genótipo Suprema. Além disso, o genótipo Suprema acumulou maior 

teor de Al, fato que prejudicou o crescimento da raiz nesse genótipo. Ambos os genótipos 

apresentaram resultado positivo para o corante Chrome Azurol’S e pela microanálise de raios-

X acoplada ao microscópio eletrônico de varredura (MEV-EDS), sendo possível observar 

acúmulo de Al nas células do ápice celular. Adicionalmente, pela micrografia obtida pela 

técnica de microscopia eletrônica de varredura (MEV) observa-se uma descamação nas células 

das células externas do ápice radicular após exposição ao Al. Ambos os genótipos apresentaram 

aumento na concentração de açúcares solúveis como glicose e frutose, e para o teor de amido 

houve redução na Suprema. Já em A7002 ocorreu aumento na concentração de malato nas 

raízes. Entretanto para as enzimas do estresse oxidativo não ocorreu diferenças significativas 

quanto suas atividades em ambos os genótipos. Desta forma, o genótipo A7002 demostrou maior 

tolerância em frente ao Al principalmente pela utilização de dois importantes mecanismos: 

exsudação de malato e restrição à entrada radial do Al nas raízes imposta pelas células externas 

das raízes. Por outro lado, o genótipo Suprema se mostrou suscetível ao estresse por Al, 

acumulando altas 



 

concentrações desse metal nas raízes, promovendo danos ao crescimento radicular e 

modificando o metabolismo primário, além de aumentar a concentração de espécie reativa de 

oxigênio. 

 
Palavras-chave: Toxicidade do alumínio. Ápice radicular. Glycine max. Metabolismo primário. 

Enzimas antioxidantes. 



 

ABSTRACT 

 

 
ANDRADE, Renata, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February, 2022. 

Morphophysiological and metabolic characterization of soybean roots exposed to 

aluminum. Adviser: Cleberson Ribeiro. Co-advisers: Danielle Santos Brito, Genaina 

Aparecida de Souza and Maximiller Dal Bianco Lamas Costa. 

 

 
Acid soils also with higher saturation of aluminum (Al) occurrence, mainly in tropical and 

subtropical regions, offering the productivity of cultivated plants. Under these conditions, root 

elongation can be impaired and therefore disturb the absorption of water and nutrients. In the 

present study, we investigated the place of Al accumulation in roots and their effects on growth, 

physiology, metabolism in soybean roots (Glycune max L.) in genotypes A7002 and Suprema. 

Soybean seedlings were grown in a growth room with Clark’s solution containing 0 (control) 

and 100 µM o AlCl3, under pH 4,0 and constant aeration, for 72 hours. We evaluated the 

damage caused by root elongation, root morphology and anatomy and the relative Al content at 

the root apex. We also address soy’s antioxidant responses to Al stress, as well as stress-

indicating molecules such as ROS and MDA. The metabolic adjustments by plants against Al 

stress were also investigated. Our results showed higher Al accumulation in the surface layers 

of the A7002 genotype and more internally in the Suprema genotype. In addition, the Suprema 

genotype accumulated higher Al content, which impaired root growth in this genotype. Both 

genotypes were positive for the Chrome Azurl’s dye and by x-ray microanalysis, coupled to a 

scanning electron microscope (MEV-EDS), and it was possible to observe Al accumulation in 

the cells of the cell apex after exposure to Al. Additionally, the micrograph obtained by scanning 

microscopy (MEV) technique shows desquamation in the cells of the external cells of the root 

apex after exposure to Al. Both genotypes showed an increase in the concentration of soluble 

sugars such as glucose and fructose, and for the starch content there was a reduction in Suprema. 

In A7002, there was an increase in malate concentration in the roots. However, for oxidative 

stress enzymes, there were no significant differences regarding their activities in both 

genotypes. In this way, the genotype A7002 showed greater tolerance in front of Al mainly by 

use of two important mechanisms: malate exudation and restriction the radial entry of Al in the 

roots imposed by the external cells of the roots. On the other hand, the Suprema genotype was 

susceptible to Al stress, accumulating high concentrations of this metal in the roots, promoting 

damage to root growth and 



 

modifying the primary metabolism, in an addition to increasing the concentration of reactive 

oxygen specie. 

 
Keywords: Aluminum toxicity. Root apex. Gycine max. Primary metabolism, Antioxidant 

enzymes. 
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Introdução Geral 

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma planta leguminosa cultivada de grande 

importância na alimentação humana e animal devido ao elevado teor de proteína, óleo vegetal 

no seu grão e não existe nenhuma outra proteína de origem vegetal com melhor custo benefício. 

Esses fatos entre outros, fazem a soja uma cultura amplamente difundida, responsável por 

alavancar o PIB do país, em conjunto com as demais cadeias do agronegócio (Day, 2013., 

Aprosoja Brasil 2021). Além disso, a cultura é considerada uma importante matéria-prima para 

a produção de biodiesel com uma representatividade elevada no agronegócio internacional, 

sendo a produção agrícola de 2021/2022 estimada em 268,2 milhões de toneladas (CONAB 

2021). A receita proveniente das exportações do complexo agroindustrial brasileiro de soja 

supera os dez bilhões de dólares, representando cerca de 8% do total exportado pelo Brasil que 

lidera o ranking de produtos mais exportados há mais de 22 anos (Embrapa 2019). 

O potencial produtivo da soja é afetado por fenômenos climáticos extremos como secas 

e inundações (Silvente, 2012; Rose et al. 2016), além de variações nutricionais no solo, como 

por exemplo, a presença de alumínio (Al) na forma tóxica, que após interagir com a raiz, pode 

comprometer a absorção de nutrientes essenciais e a água (Rahnama et al. 2011). Toxicidade de 

prótons, deficiência de P, Mg e Ca, toxicidade de metais pesados contaminantes, seca, 

temperatura adversa, poluição do ar e fatores bióticos são estressores adicionais que podem 

modificar as respostas das plantas (Poschenrieder 2008). Razões de raiz/aérea são reduzidas a 

biomassa e comprimento total, além disso, o alumínio não afeta apenas o tamanho da raiz, mas 

causa mudanças na arquitetura como sistema radicular curto, grosso e quebradiço, está zona 

radicular específica percebe o estado nutricional do solo e com essa informação é traduzida 

levanto respostas adaptativa. (Poschenrieder 2008). O solo ácido inclui níveis tóxicos de Al, 

manganês (Mn) e ferro (Fe), e deficiências de vários elementos minerais essências, sendo o 

fósforo (P) o principal nutriente limitante em solos ácidos assim provocam uma deficiência no 

crescimento da raiz (Kochian 2004). 

Os solos ácidos (pH < 5,0) são uma das limitações de maior impacto para a produção 

agrícola em todo o mundo (Kochian, 1995; Ma, 2007; Nunes-Nesi ET al. 2014). Cerca de 50% 

de toda área agricultável ou potencialmente agricultável do mundo encontra-se em regiões de 

solos ácidos que limita a produção agrícola mundial, principalmente inibindo o crescimento da 

raiz. (Kochian et al. 2004). Dessas áreas, aproximadamente 60% estão localizadas nas regiões 

tropicais e subtropicais (Kochian et al. 2004). Só no Brasil, mais de 
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500 milhões de hectares são cobertos por solos ácidos, que compreendem cerca de dois terços 

do território, sendo a maior área de solos ácidos dentro de um único país (Vitorello et al. 2005). 

A acidez do solo promove a biodisponibilidade do Al facilitando sua absorção pelas 

raízes. O alumínio é o terceiro elemento mais abundante da crosta terrestre e pode ser 

encontrado de três formas disponíveis no solo e sua disponibilidade depende do pH do solo 

abaixo de 5,5 e sua forma iônica. Em plantas, o Al pode ter efeito benéfico ou tóxico, 

dependendo de fatores como concentração, forma química e condições de crescimento e 

espécies vegetais (Bojórquez-Quintal et al. 2017) Assim este elemento pode alcançar várias 

estruturas e regiões celulares como apoplasto, simplasto, parede celular, membrana plasmática, 

mitocôndria e DNA resultando em danos irreversíveis ao metabolismo da planta (Kopittke et 

al. 2016; Eekhout et al. 2017; Geng et al. 2017). 

Entretanto, plantas adaptadas a solos ácidos desenvolveram mecanismos para enfrentar 

o estresse por Al (Hosrt et al. 2010; Kochian et al. 2015). A estratégia melhor documentada é  a 

exclusão de ácidos orgânicos (OAs) para evitar a internalização do Al, enquanto outras 

estratégias dependem da capacidade da planta em suportar o Al absorvido (Ma, 2007; Nunes- 

Nesi, 2014; Kochian et al. 2015). Os ácidos orgânicos malato e citrato, principais intermediários 

do Ciclo do Ácido Tricarboxílico (TCA), e o oxalato, produto do metabolismo de carbono, 

foram relatados como componente chave envolvidos na desintoxicação interna e externa do Al 

e na aquisição de fosforo (P) (López-Bucio et al. 2000 a, b). 

Nas últimas décadas, um número considerável de genes envolvidos com a síntese e o 

transporte de OAs foi caracterizado por meio de abordagens moleculares e genéticas (Zhang  et 

al. 2016). Essas descobertas aceleram os esforços de melhoramento genético para gerar plantas 

adaptadas a solos  ácidos  (Inostroza-Blancheteau  et  al.  2010,  Chen  et  al.  2019).  O efluxo 

de malato em raiz ativado por Al é considerado um dos principais mecanismos para a tolerância 

ao Al em várias espécies de plantas, incluindo trigo, Arabidopsis e triticale (Triticum × Secale 

hexaploid) (Delhaize et  al.  1993b; Pellet  et  al.  1996; Larsen  et  al. 1998; Ma et al. 2000). 

Toxicidade do Al na soja é um dos principais problemas da cultura em solos ácidos, 

principalmente devido à espécie fitotóxica de Al (Al3+). Assim, a presença desse cátion 

trivalente vem se tornando um fator que limita o desenvolvimento e a produtividade dessa 

cultura (Liu et al. 2021). Após o contato da raiz com o Al, o primeiro sintoma é a alteração no 

crescimento e no alongamento da raiz, no qual o Al3+ solúvel danifica células do ápice radicular 

(Poschenrieder, et al. 2008). Devido à toxicidade do Al, o sistema radicular se torna 
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quebradiço e poroso (Rahman, et al. 2021), com muitas raízes laterais atarracadas, mas sem 

ramificações finas (Vitorello et al. 2005). Além dos efeitos no sistema radicular, o estresse por 

Al causa danos na parte aérea, como redução na altura das plantas e na área foliar (Steiner et al. 

2012). 

Adicionalmente, o Al altera a anatomia do sistema radicular, reduzindo o tamanho das 

células, interferindo na divisão celular e na estrutura das membranas e paredes celulares  (Silva 

et al. 2020). Esses efeitos se devem ao fato do Al interromper o crescimento normal da parede 

celular, reduzindo a concentração de Ca2+ abaixo do necessário para compor os pectatos, além 

de induzir a despolarização da membrana plasmática (Pellet et al. 1996). 

Essas alterações anatômicas podem ser iniciadas pelo desbalanço do sistema redox 

das células durante o estresse por Al. Na presença de Al pode ocorrer aumento na 

produção/acúmulo de espécies reativas de oxigênio (ROS) (Ma, 2007, Kochian et al.  2015, Yu 

et al. 2019). Assim, o Al induz a oxidação celular através do aumento na geração de O2
-, H2O2 

e −OH, como demonstrado em raízes de Allium cepa L e de arroz (Achary et al 2008, Bera et al. 

2017). A elevação da concentração desses compostos no metabolismo celular pode induzir à 

peroxidação lipídica, danos ao DNA, carbonilação de proteínas e morte celular em tecidos da 

raiz (Carvalho, 2008; Anjum et al. 2015; Chowra et al. 2016). Por outro lado, esses danos 

oxidativos podem ser controlados pela atividade antioxidante de enzimas como a superóxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX). Assim, o aumento da 

atividade dessas enzimas pode estabelecer o equilíbrio redox das células, e consequentemente 

a normalidade do metabolismo (Chowra et al. 2016; Shahnawaz, 2017).·. 

Variações na concentração de ROS, e consequentemente na peroxidação lipídica podem 

ocorrer dentro de uma mesma espécie durante o estresse por Al, o que reflete em tolerância 

diferencial de certos genótipos a este metal (Sun et al. 2013; Guo et al. 2018; Chen et al. 2019). 

Assim, plantas dentro de uma mesma espécie podem responder de forma diferente ao estresse 

induzido pelo Al, utilizando estratégias anatômicas, fisiológicas e/ou metabólicas para combater 

os danos induzidos por este Al (Brunner e Sperisen, 2013; Nunes- Nesi et al. 2014; Kochian et 

al. 2015). 

Dessa forma, fica evidente que o acúmulo de Al em tecidos radiculares pode induzir 

alterações na fisiologia, na morfologia e no metabolismo das plantas. Assim, nosso objetivo foi 

avaliar os sítios de acúmulo de Al nas raízes, e as alterações estruturais induzidas nesse órgão 

por este elemento. Além de investigar as respostas de toxidade e de resistência envolvidas com 

o metabolismo primário e antioxidativo em dois genótipos de soja com tolerância diferencial 

ao Al. 
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E por fim, nosso objetivo geral do trabalho foi avaliar os sítios de acúmulo de Al nas 

raízes, e as alterações estruturais induzidas nesse órgão por este elemento. Além de investigar 

as respostas de toxidade e de resistência envolvidas com o metabolismo primário e antioxidativo 

em dois genótipos de soja com tolerância diferencial a este elemento. Sendo que cada capítulo 

aborda os danos nos ápices radiculares e diferencia entre eles. 
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Capitulo 1 

 

 
Resistência ao alumínio induzida pelo malato e pela epiderme em raízes do genótipo de 

soja A7002 

Resumo 

Principal cultura agrícola do país, o cultivo da soja vem sendo ampliado a regiões marginais. 

Entretanto, o potencial produtivo dessa cultura é afetado por estresses abióticos, como à seca  e 

a presença de alumínio (Al), comum em solos ácidos, sendo a maioria dos solos no Brasil. Para 

entender as alterações impostas pelo Al sobre a morfologia e o metabolismo da soja avaliamos 

o acúmulo de Al nas raízes, as alterações anatômicas, morfológicas e bioquímicas no genótipo 

de soja A7002. Para isso plântulas de soja foram submetidas aos tratamentos controle (sem a 

presença de Al) e a 100 µM de AlCl3, pH 4,0, com aeração constante em sala de crescimento 

por 72 horas, em delineamento inteiramente casualizado com seis repetições. O genótipo A7002 

acumulou grande quantidade de Al, o qual ficou complexado nas células mais externas da coifa. 

Por outro lado, o Al não afetou o crescimento radicular, porém afetou a produção de ápices 

radiculares e bifurcações. Houve aumento nas concentrações de açúcares e malato após a 

aplicação de Al, sugerindo que o mecanismo de tolerância desse genótipo frente ao Al se baseia 

na complexação desse metal nas camadas mais externas da raiz. A 
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atividade das enzimas do estresse oxidativo não foi alterada na presença do Al. Apesar do teor 

de H2O2 ter aumentado na presença de Al, a taxa da peroxidação lipídica não foi alterada, 

demostrando ausência de dano oxidativo nas raízes. Assim o genótipo A7002 demostrou 

tolerância frente ao Al, através da epiderme radicular e pela presença de malato. Por outro lado, 

o sistema de defesa antioxidativo enzimático foi pouco influenciado pelo metal. 

Palavras-chaves: Toxicidade do alumínio. Ápice radicular. Glycine max. Metabolismo 

primário. Enzimas antioxidantes. 
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1 Introdução 

O grão da soja é amplamente utilizado na alimentação humana e animal devido a sua 

ampla composição de nutrientes, além dos elevados teores de proteína e óleo, o mesmo óleo 

usado para a produção de medicamentos, biodiesel, entre outros. Sendo assim é a principal 

cultura agrícola do país, e segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (Conab), a 

estimativa para o ciclo 2021/2022, indica que o Brasil deverá produzir 268,2 milhões de 

toneladas de grãos, 14,7% ou 37 milhões de toneladas superiores ao obtido na safra 2020/21 

(Conab, 2021). 

A grande demanda pela soja e seus produtos em todo mundo contribui para um elevado 

grau de investimento, para aumentar a produtividade da cultura. Entretanto, o potencial 

produtivo da soja é afetado por fenômenos abióticos, como à seca, além de  variações 

nutricionais no solo, como por exemplo, a presença de alumínio (Al) (Rose et al. 2016). 

A acidificação do solo é um fenômeno natural, além disso, alguns fatores podem 

acelerar essa acidificação, como a agricultura intensiva, a lixiviação acentuada de cátions 

básicos, como Na+, K+, Ca2+, Mg2+ e as chuvas ácidas (Guo et al. 2010). A diminuição do pH 

do solo pode prejudicar diversas culturas, uma vez que este fenômeno está diretamente 

relacionado ao aumento da solubilidade do Al. Assim, a acidez do solo  promove a 

biodisponibilidade do Al facilitando sua absorção pelas raízes, podendo resultar em danos 

irreversíveis ao metabolismo e a estrutura do sistema radicular (Kopittke et al., 2016; Eekhout 

et al. 2017; Geng et al. 2017). Após ser absorvido, o Al pode interagir com diferentes 

biomoléculas, vias bioquímicas, processos celulares e funções fisiológicas resultando em danos 

anatômicos e/ou morfofisiológicos em plantas (Kisnieriene, Lapeikaite, 2015; Bojórquez-

Quintal et al. 2017; Silva et al. 2020). 

O Al é predominantemente acumulado na região apoplástica da raiz, que abrange, 

aproximadamente, 30% a 90% do Al acumulado nas células periféricas na planta (Doncheva et 

al. 2005., Frantzios et al. 2005). Além de regular o crescimento e o desenvolvimento da planta, 

a parede celular desempenha um papel importante na percepção e expressão da toxicidade do 

Al (Yang et al. 2011). Adicionalmente, plantas submetidas ao estresse por Al podem acumular 

espécies reativas de oxigênio (ROS) em organelas como nas mitocôndrias, cloroplastos e 

peroxissomos (Kochian et al. 2004), induzindo danos aos componentes celulares. Para 

desintoxicar as células dessas ROS, as plantas recorrem ao complexo de sistema antioxidante 

enzimático e não enzimático (Silva et al. 2000). 
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Plantas submetidas ao estresse por Al podem modificar a síntese de seus metabólitos 

para se adaptarem e sobreviverem às pressões do ambiente (Arbona et al. 2013). Métodos 

metabolômicos são cada vez mais utilizados para estudar as respostas aos estresses abióticos, 

incluindo tensões por íons, e analisando as alterações na síntese de carboidratos, e 

intermediários do Ciclo do Ácido Tricarboxílico e aminoácidos (Obata e Fernie 2012, Arbona 

et al. 2013, Zhuang et al. 2014). 

Em plantas, os mecanismos que permitem à planta conviver com o Al podem ser 

divididos em aqueles que ajudam na exclusão de Al das células da raiz (mecanismo de exclusão) 

e os que permitem que as plantas tolerem o Al, após sua entrada na região do simplasto da raiz 

(mecanismo de tolerância interna) (Brunner, Sperisen’s, 2013).  Os principais compostos 

metabólicos relacionados à tolerância ao Al estão associados à atividade mitocondrial, como o 

metabolismo mitocondrial e o transporte de ácidos orgânicos (Nunes- Nesi et al. 2014). 

Nos últimos anos, avanços científicos foram alcançados com estudos envolvendo os 

mecanismos de resistência de plantas cultivadas frente ao Al (Xu et al. 2016; Lin et al.2020). 

Sob estresse por Al, a exsudação de ácidos orgânicos (OAs), tais como malato, citrato e oxalato, 

é um mecanismo importante de resistência das plantas à toxicidade desse metal (Kochian et al. 

2015). Os ácidos orgânicos são exsudados a partir das raízes para a rizosfera e são capazes de 

quelar as moléculas de Al livre (Al3+). Essa quelação substitui o Al tóxico por moléculas 

estáveis e não fitotóxicas, e é documentada como mecanismo de exclusão (Kochian et al. 2005). 

Contudo ainda são escassos os estudos com a cultura da soja frente ao Al, principalmente 

com foco no metabolismo e na anatomia das raízes, o objetivo do presente trabalho foi avaliar 

os sítios de acúmulo de Al nas raízes, e as alterações estruturais induzidas nesse órgão por este 

metal, além de investigar as respostas no metabolismo primário e no sistema de defesa 

antioxidativo no genótipo de soja A7002. 

 

2 Material e Métodos 

 

 
2.1. Condições de cultivo e delineamento experimental 

Sementes do genótipo de soja A7002 foram adquiridas através do Banco de Sementes 

do Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja do Bioagro na UFV. As sementes foram 

desinfestadas em solução de hipoclorito de sódio 5% durante 5 minutos, sendo em seguida 
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lavadas em água destilada. Posteriormente, as sementes foram germinadas em rolos de papel 

germitest umedecidos com solução de germinação (CaCl2 100 µM), pH 7,0 e mantidas em sala 

de crescimento com temperatura de 25ºC (± 2) e umidade de 80% (±10). Após três dias no 

escuro, os rolos foram expostos à luz e permaneceram por mais três dias na sala de crescimento. 

No sétimo dia as plântulas foram transferidas para a solução de Clark (1975), pH 4,0, para 

aclimatação por 48 horas, com fotoperíodo de 16/8h (luz/escuro), sob aeração constante e 

temperatura controlada de 25ºC (± 2). Após a aclimatação as plântulas foram padronizadas 

quanto ao comprimento da raiz e da parte aérea. Em seguida, foram transferidas para vasos de 

2L com solução de Clark (1975), pH 4,0, sob aeração constante nos seguintes tratamentos: 

controle (0 µM de Al) e presença de Al (100 µM de Al) na forma de AlCl3, durante 72h. O pH 

foi ajustado diariamente para 4,0. A dose escolhida já é trabalhada com plantas de soja em outros 

experimentos, pois causam danos nos ápices das raízes. 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com 6 

repetições por tratamento e a unidade experimental consistia de 4 plantas por vaso. 

 

2.2. Avaliação do alumínio nas raízes 

 

 
2.2.1. Determinação do teor de alumínio 

As raízes foram secas em estufa de ventilação forçada à 70º C e moídas manualmente. 

Amostras de 0,2 g de raiz foram digeridas em solução nitroperclórica (3:1) em bloco digestor 

com temperatura controlada (Tedesco et al.  1995). As concentrações de Al foram determinadas 

por espectrometria de emissão atômica com plasma indutivamente acoplado. 

 

2.2.2. Coloração dos ápices radiculares por hematoxilina 

O acúmulo de Al nos ápices radiculares foi analisado pela coloração com hematoxilina 

férrica (Polle et al. 1978). Ápices radiculares com 1 cm de comprimento foram mergulhados 

em solução de hematoxilina férrica 0,2% (p/v) em NaIO3 0,02% (p/v), durante 25 minutos. 

Após, as amostras foram lavadas em água deionizada por 15 min para remover o excesso de 

corante. Finalmente, as raízes foram coletadas e observadas em lupa Axio Cam Erc 5s e 

fotografadas. A reação positiva da hematoxilina com o Al é comprovada pela coloração 

arroxeada. 
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2.2.3. Histolocalização do alumínio pelo corante Chrome Azurol’ S 

Ápices radiculares com 1 cm de comprimento (4 amostras por repetição, totalizando 24 

amostras por tratamento) foram coletados e fixados em FAA 50% (formaldeído, ácido acético 

e álcool) e armazenados em álcool etílico 70%. Em seguida, parte das amostras foi desidratada 

em série etílica e infiltrada em resina pura e álcool 95% por 7 dias sob vácuo intermitente. Os 

fragmentos de raízes foram emblocados em resina metacrilato (Historesina- Leica) no plano de 

corte (longitudinal da raiz). Os cortes de 5 μm de espessura foram realizados em micrótomo 

rotativo de avanço automático (model RM 2155. Leica Microsystens Inc., Deerfield USA), com 

navalha de vidro. Os cortes foram corados com Chrome Azurol’ S 0,5% (Kukachka e Miller, 

1980). As imagens foram obtidas por câmera fotográfica digital (modelo Zeiss AxioCam HRc, 

Göttinger, Germany), acoplada ao microscópio de luz (modelo AX-70 TRF, Olympus Optical, 

Tokyo, Japan), com sistema de captura de imagens Axion Vision. 

 

2.3. Parâmetros fenotípicos 

Ao final das 72 horas foi obtido o comprimento radicular (cm) através de uma régua 

milimétrica. Adicionalmente, o sistema radicular foi digitalizado pelo sistema de análise de 

imagem de varredura da raiz através do Software WinRHIZO®, para obtenção dos parâmetros: 

número de ápices de raízes, diâmetro médio de raízes, volume de raízes, área superficial de 

raízes e número de bifurcações das raízes. 

 

2.4. Micromorfologia e microanálise do alumínio em ápices radiculares 

 

 
2.4.1. Análise em Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV) 

 
Ápices radiculares, de aproximadamente 0,5 cm, foram obtidos de ra zes principais e 

fixados em glutaralde do 2,5%. Em seguida, foram desidratados em série etílicas, secos com 

CO2 em equipamento de ponto cr tico (CPD 030, Baltec, Liechtenstein), fixados em suporte e 

cobertos com ouro em metalizador (FDU 010, Balzers, Liechtenstein). O material foi observado 

e fotografado em microsc pio eletr nico de varredura (Leo 1430VP, Cambridge, Inglaterra). 
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2.4.2. Microanálise de raio-X (MEV-EDS) 

Ápices radiculares de aproximadamente 0,5 cm foram obtidos a partir das raízes 

principais e fixados em 2,5% de glutaraldeído. Em seguida, foram desidratadas em série etílica, 

secas com CO2 em equipamento de ponto crítico (CPD 030, Baltec, Liechtenstein). Após 

secagem, o material vegetal foi fixado em suporte e coberto com carbono no evaporador de 

carbono (Q150T, Quorum Technologies, Ashford, Kent, UK). O material foi analisado em 

microscópio eletrônico de varredura (Leo 1430VP, Cambridge, Inglaterra) com sonda de raio- 

X (MEV-EDS) acoplada para avaliação da distribuição do Al. 

 

2.5. Determinação da quantificação de proteína, amido, aminoácidos totais, açúcares 

solúveis, malato e fumarato 

Amostras de 200 mg de raízes foram maceradas e, posteriormente os metabólitos foram 

extraídos pela mistura de metanol, água e clorofórmio segundo protocolo de Lisec et al., 2006. 

A fração solúvel e o material precipitado resultante da extração foram armazenados a -80ºC 

para posteriores análises. A fração solúvel foi utilizada para a quantificação dos teores de 

glicose, frutose e sacarose (Fernie et al. 2001b), aminoácidos solúveis totais (Yemm et al; 1955) 

e os ácidos orgânicos malato e fumarato (Nunes-Nesi et al. 2007). No precipitado  foram 

quantificados os teores de amido (Fernie et al. 2001a) e proteínas (Bradford, 1976). 

 

2.6. Quantificação do peróxido de hidrogênio e da peroxidação lipídica 

Para a determinação da concentração de peróxido de hidrogênio (H2O2) 100 mg de raízes 

foram homogeneizadas em meio de extração constituído de ácido tricloroacético (TCA) 0,1% e 

polivinilpolipirrolidona (PVPP), e centrifugados a 12.000xg, por 15 minutos a 4 

°C. Alíquotas de 125 µl do sobrenadante foram adicionadas a 250 µ l do meio de reação 

contendo tampão fosfato de potássio 2,5 mM pH 7,0 e iodeto de potássio (KI) 1M com leituras 

a 390 nm realizadas em espectrofotômetro (UV/Visível Multiskan GO®). As concentrações de 

peróxido de hidrogênio foram estimadas com base em curva de calibração preparada com 

padrões de H2O2 (Velikova et al. 2000). 

O grau de peroxidação lipídica foi medido pela quantificação de malondialdeído 

(MDA), para isso amostras de 0,3 g da matéria fresca de raiz foram maceradas em nitrogênio 

líquido e homogeneizadas em 2 mL de ácido tricloroacético (TCA) 1% (p/v). Os 

homogeneizados foram centrifugados a 14.000 rpm por 15 minutos. Todas as etapas necessárias 

ao processo de extração foram conduzidas a 4° C. Alíquotas de 0,5 ml do 
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sobrenadante foram adicionadas a 1,5 ml de uma solução de ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,5% 

(p/v) em TCA 20% (p/v), e colocada em banho-maria a 95° C. Após 30 min, a reação foi 

paralisada em banho de gelo. Posteriormente, foram centrifugados a 14000 rpm por 10 minutos 

e a absorbância dos sobrenadantes foi determinada a 532 nm. A absorbância inespecífica a 600 

nm foi medida e subtraída das amostras. A concentração do complexo aldeído malônico-TBA 

foi calculada usando-se o coeficiente de absortividade molar de 155 mM-1 cm-1 (Heath and 

Packer, 1968). 

 
2.7. Enzimas do metabolismo antioxidativo 

 

 
2.7.1. Obtenção dos extratos enzimáticos SOD, CAT, APX E POX 

Para a determinação da atividade das enzimas dismutase do superóxido (SOD), catalase 

(CAT), peroxidase do ascorbato (APX) e peroxidase (POX) 0,3 g de raízes foram maceradas 

em nitrogênio líquido e, homogeneizadas com tampão de extração constituído de tampão 

fosfato de potássio 0,1 M, pH 6,8, EDTA 0,1 mM, PMSF 1 mM e PVPP 1% (p/v). Após, o 

material foi centrifugado a 14.000 rpm por 15 min a 4ºC. Por fim, o sobrenadante foi coletado 

e utilizado nas avaliações enzimáticas e para as dosagens de proteína. Todas as etapas 

necessárias ao processo foram executadas a 4°C. 

 

2.7.2. Determinação da atividade da superóxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) 

À mistura de reação, constituída de metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazólio (NBT), 

75 µM, EDTA 0,1 µM e riboflavina 2 µ M, em tampão de fosfatode sódio 50 mM, pH 7,8 (Del 

longo et al., 1993), foi adicionado 50 µL do extrato enzimático. A reação foi conduzida a 25°C 

por 5 min numa câmara de reação sob a iluminação de uma lâmpada fluorescente de 15 W 

(Giannopolitis e Ries, 1977). A produção de formazana azul, resultante da foto-redução do 

NBT, foi medida pela determinação do incremento na absorvância a 560 nm, que foi subtraída 

de um “branco”, no qual a mistura de reação foi mantida no escuro.  Uma unidade da SOD foi 

definida como a quantidade de enzima necessária para inibir em 50% a foto-redução do NBT 

(Beauchamp e Fridovic, 1971). 

 

2.7.3. Determinação da atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) 

A atividade da CAT foi determinada pela adição de 10 µ L do extrato enzimático bruto 

a 190 µL de meio de reação, constituído de H2O2 12,5 mM, pH 7,0 em tampão fosfato de 
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potássio 100 mM, pH 7,0, a 30°C (Havier e Mchale, 1987). A atividade da enzima foi 

determinada pelo decréscimo na absorbância a 240 nm durante 1 min. A atividade da CAT foi 

calculada, utilizando-se, o coeficiente de extinção molar de 36 M-1cm-1 (ANDERSON et al., 

1995). 

 

2.7.4. Determinação da atividade da ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) 

A atividade da APX foi determinada de acordo com o método de NAKANO e ASADA 

(1981), e modificado por KOSHIBA (1993). A atividade foi determinada pela adição de 10 µL 

do extrato bruto enzimático a 180 µ l do meio de reação, constituído de tampão de fosfato de 

potássio 100 mM, ácido ascórbico 0,5 mM, água e H2O2 1 mM. O decréscimo na absorbância 

das amostras a 290 nm durante 1 minuto a cada 15 segundos, foi utilizado para determinar a 

atividade da enzima, utilizando o coeficiente de extinção molar de 2,8 mM-1cm-  1 (Nakano & 

Asada, 1981). 

 
2.7.5. Determinação da atividade da peroxidase (POX, EC 1.11.1.7) 

A atividade da POX foi determinada pela adição 10 µL do extrato enzimático bruto a 

290 µL de meio de reação, constituído de tampão fosfato 25 mM, pH 6,8, H2O2 20 mM, 

pirogalol 20 mM e água. O incremento da absorbância foi avaliado durante o primeiro minuto 

de reação a 420 nm, a 25 C. A atividade enzimática foi calculada utilizando o coeficiente de 

extinção molar de 2,4 mM-1cm-1 (Chance e Maehley, 1955). 

 
2.8. Análise estatística 

Os dados quantitativos de biometria, metabolismo primário, estresse oxidativo e 

enzimas do sistema oxidante foram submetidos à análise de variância e suas médias foram 

submetidas ao teste de normalidade de Shapiro-Wik, homogeneidade de variância de Bartlet 

comparadas pelo teste de turkey no nível de 5% de probabilidade (P<0,05) no software R x 

64.3.5.3 (R Core Team, 2019). 

 

 
3. Resultados 

Após 72 h de exposição ao Al, as raízes acumularam cerca de 6 vezes mais Al 

comparado as raízes do controle (Fig 1A). Na detecção do Al pelo corante hematoxilina foi 

observada reação positiva (coloração arroxeada), apenas nas raízes tratadas com Al, sendo essa 

coloração uniforme ao longo da raiz (Fig. 1B). A histoquímica do Al pelo corante 
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Chrome Azurol’S evidenciou reação positiva (coloração azul), com o Al em células mais 

externa da raiz (Fig.1D). Essa coloração foi intensa na parede celular das células externa 

radicular e do ápice, onde o Al se acumulou. Não foi observado acúmulo de Al nas células do 

promeristema e do meristema fundamental (Fig. 1D, E). No tratamento controle houve reação 

negativa ao corante Chrome Azurol’S (Fig. 1C). 

Após exposição do genótipo A7002 ao Al, não houve alteração nos parâmetros: 

comprimento da raiz, volume de raízes e área superficial de raízes (Fig. 2A, D, E). Os 

parâmetros, número de ápices de raízes e número de bifurcações das raízes (Fig. 2B, F) 

reduziram após exposição ao Al. Por outro lado, o Al aumentou o diâmetro médio de raízes (Fig. 

2C). O aumento no diâmetro das raízes também pode ser observado pela técnica de microscopia 

de luz (Fig. 1C: controle e Fig. 1D: + Al) e pela técnica de microscopia  eletrônica de varredura 

(Fig. 3A: controle e Fig. 3C: + Al). O fenótipo do genótipo A7002 pode ser observado na (Fig. 

3G). Por essa figura é possível observar a manutenção do comprimento da raiz e a redução no 

número de ápices radiculares e no número de bifurcações após tratamento com Al. Além disso, 

é possível observar redução no comprimento da parte aérea após exposição ao Al. 

Pela micrografia obtida pela técnica de microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

observa-se uma descamação das células da células externas do ápice radicular após exposição 

ao Al (Fig. 3A, C). Já pela microanálise de raios-X acoplada ao microscópio eletrônico de 

varredura (MEV-EDS) é possível observar acúmulo de Al no ápice radicular, representada pela 

cor vermelha (Fig. 3D). Por outro lado, no tratamento controle foi observada marcação negativa 

para o Al (ausência de cor vermelha) (Fig. 3B). 

Em plantas tratadas com Al houve aumento de 1,5 vezes nos teores de glicose  e frutose 

(Fig. 4A, B). Por outro lado, o teor de sacarose não foi alterado (Fig. 4 C). O Al também não 

alterou os teores de aminoácidos e proteínas totais (Fig. 4 D, E). Já para o metabolismo de ácido 

orgânico, houve aumento de 1,2 vezes no teor de malato após tratamento com Al (Fig. 4 F). 

Não foi identificada a presença do ácido orgânico fumarato nas raízes do genótipo A7002, 

independente do tratamento. O teor de amido nas raízes não foi alterado após tratamento com 

Al (Fig. 4 G). 

Na avaliação do metabolismo antioxidativo, apenas a concentração do peróxido de 

hidrogênio foi alterada após exposição ao Al, com aumento de 2,3 vezes na sua concentração 

(Fig. 5A). O teor da peroxidação lipídica (MDA) e a atividade das enzimas SOD, POX, APX e 

CAT manteve-se inalterada após exposição ao Al (Fig. 5 B-F). 
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4. Figuras: 
 

Figura 1. Teor e histolocalização do alumínio (Al) em raízes do genótipo de soja A7002 

cultivado por sete dias em solução hidropônica com duas concentrações de Al: No Al (0 µM) 

e Plus Al (100 µM Al), após 72h. A: Teor de alumínio na raiz. Barras verticais representam o 

erro padrão (n = 5) e letras diferentes indicam diferença significativa entre os tratamentos pelo 

teste de Tukey (p <0,05). B: Histoquímica do Al na raiz pela coloração com o corante 

hematoxilina. C, D e E: Anatomia da raiz e histoquímica do Al pelo corante Chrome Azurol’S 

0,5% em tecidos radiculares com corte longitudinal em ponta de raiz. C: controle do genótipo 

A7002. D: Coloração azul arroxeada indica reação positiva ao corante Chrome Azurol’S, E: 

Setas pretas indicam presença de Al entre as camadas de células. Barras: B = 55 mm; C e D = 

500 μm e E= 1000 μm. rc: coifa da raiz, pm: promeristema e fm: meristema fundamental. 
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Figura 2. Parâmetros biométricos e fenótipo do genótipo de soja A7002 cultivado por sete dias 

em solução hidropônica com duas concentrações de Al: No Al (0 µM) e Plus Al (100 µ M Al), 

após 72h. a: comprimento da raiz; b: número de ápices de raízes; c: diâmetro médio de raízes; 

d: volume de raízes; e: área superficial de raízes; f: número de bifurcações das raízes. Barras 

verticais representam o erro padrão (n = 5) e letras diferentes indicam diferença significativa 

entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p <0,05). g: Fenótipo do genótipo A7002. Barras = 5 

cm. 
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Figura 3: Micrografia dos ápices radiculares do genótipo de soja A7002 cultivado por sete dias 

em solução hidropônica com duas concentrações de Al: No Al (0 µM) e Plus Al (100 µ M Al), 

após 72h. A e C: microscopia eletrônica de varredura (MEV); B e D: localização do acúmulo 

de Al por espectrometria de energia dispersiva de raio-X (EDS). As áreas vermelhas indicam a 

presença de Al. Barra = 200 μm. 



31 
 

 

 

 

 

 



32 
 

 

 

 

Figura 4. Concentração de metabólitos primários em raízes do genótipo de soja A7002 

cultivadas por sete dias em solução hidropônica com duas concentrações de Al: No Al (0 µM) 

e Plus Al (100 µM Al), após 72h. A: glicose; B: frutose; C: sacarose; D: aminoácidos; E: 

proteínas; F: malato; G: amido. Barras verticais representam o erro padrão (n = 5) e letras 

diferentes indicam diferença significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p <0,05). 
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Figura 5. Metabolismo antioxidativo em raízes do genótipo de soja A7002 cultivado por sete 

dias em solução hidropônica com duas concentrações de Al: No Al (0 µM) e Plus Al (100 µ M 

Al), após 72h. A: Concentração de peróxido de hidrogênio, B: concentração de malonaldeído 

(MDA), C: Atividade da dismutase do superóxido (SOD); D: Atividade da peroxidase total 

(POX) E: Atividade da peroxidase do ascorbato (APX); F: Atividade da catalase (CAT). Barras 

verticais representam o erro padrão (n = 5) e letras diferentes indicam diferença significativa 

entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p <0,05). 

 

5 Discussão 

Para algumas plantas cultivadas, como milho, arroz e sorgo, há informações sobre os 

sítios de acúmulo de Al nas raízes (Kollmeier et al. 2000; Yang et al. 2008; Too et al. 2014). No 

entanto, para a cultura da soja, uma das mais importantes culturas do agronegócio brasileiro, 

não está claro onde esse metal se acumula na raiz, e consequentemente os possíveis danos 

morfológicos, fisiológicos e metabólicos gerados por este metal neste órgão. Assim, no presente 

trabalho, demostramos que o genótipo de soja A7002 acumulou maiores teores de Al nas raízes 

(Fig. 1A), contudo esse metal ficou restrito as células da externas das raízes (Fig. 1B, D). 

Embora o Al tenha acumulado nas raízes (Fig. 1), não houve redução no crescimento da raiz 

(Fig. 2A, G), e poucas variações foram observadas no metabolismo primário (Fig. 4) e no 

metabolismo antioxidativo (Fig. 5). Desta forma, a manutenção do crescimento da raiz sob 

condições estressantes de Al é frequentemente associada a plantas resistentes ao Al (Kochian 

et al. 2004, 2015). Assim, nas condições experimentais do presente trabalho, nossos resultados 

indicam que o genótipo A7002 é tolerante ao Al. 

Apesar do teor de Al aumentar cerca de seis vezes nas raízes após tratamento com este 

metal (Fig. 1A), a maior parte desse metal ficou nas células mais externas das raízes (Fig. 1D, 

E). Resultado confirmado pelo corante hematoxilina (Fig. 1B) e pela localização do Al pela 

técnica de MEV-EDS (Fig. 3D). O Al absorvido nas células radiculares liga-se, principalmente, 

à matriz de pectina da parede celular, mais especificamente, aos grupos carboxílicos carregados 

negativamente (Chang et al. 1999). Dessa forma, a ligação forte e rápida do Al a estes 

componentes químicos permite uma menor mobilidade deste metal, impedindo sua chegada à 

região simplástica. Consequentemente reduz os danos a importantes regiões celulares, como os 

meristemas apicais e principalmente o núcleo celular; além de organelas, como mitocôndrias e 

cloroplastos (Kochian et al. 2005). 

O acúmulo de Al nas raízes não alterou os parâmetros de comprimento, volume e área 

superficial das raízes (Fig. 2A, D, E). Geralmente, a região da planta mais facilmente afetada 
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pela toxidez do Al é a raiz. A fitotoxicidade do Al se deve à inibição do crescimento radicular 

e interferem na absorção e translocação de nutrientes e água, que afetam o crescimento (Siqueira 

et el.2020). Contudo, no presente trabalho a imobilização do Al as células mais externas da raiz 

promoveu um crescimento normal da raiz, mesmo na presença desse metal. Por outro lado, o 

acúmulo de Al nas células mais externa da raiz, evidenciado por diferentes técnicas de 

histolocalização (Fig. 1B, 1D, 3D) resultou em alterações estruturais na anatomia externa da 

raiz. Esse acúmulo de Al resultou em descamação das células do ápice da raiz após exposição 

ao metal (Fig. 3A, C). Esses danos estruturais são induzidos pelo rompimento de algumas 

células mais externas, epiderme e ou c rtex, provavelmente pelo crescimento desigual, uma vez 

que a presença de Al aumenta a rigidez das  paredes  e  pode  induzir expans es desiguais em 

diferentes regi es da célula (Ciamporová, 2000; Tabuchi  e Matsumoto, 2001). 

Além da descamação radicular, outra alteração induzida pelo Al no genótipo de soja 

A7002 foi à redução no número de ápices radiculares (Fig. 2B, G) e aumento no diâmetro das 

raízes (Fig. 2C). Isso ocorre, pois a exposição ao Al interrompe a expansão celular através da 

desorganização de microtúbulos e microfilamento nas células radiculares (Wallace e Andersen, 

1984; Frantzios et al., 2001; Alessa e Oliveira, 2001). O Al leva à redução da divisão celular e 

bloqueio da ação do citoesqueleto. As deformações morfológicas e estruturais podem ser mais 

facilmente manifestadas (Ciamporová, 2002; Panda et al., 2009; Silva, 2012; Kopittke et al., 

2015). 

Paralelamente a neutralização do Al aos componentes químicos da parede celular, 

observamos também um acréscimo no teor do ácido orgânico malato nas células radiculares 

após tratamento com Al (Fig. 4F). A atuação concomitante dessas respostas pode caracterizar 

um importante mecanismo de resistência em raízes do genótipo de soja A7002. Desta forma, 

além do Al ser imobilizado pelos componentes da parede celular das células da epiderme, esse 

metal pode ser quelado por esse ácido orgânico, e neutralizado para formas não tóxicas. Além 

disso, o malato pode ser exsudado pelas raízes, impedindo o influxo de Al (Chen et al 2016). 

A maior concentração dos açúcares solúveis glicose e frutose (Figura 4A, B) pode estar 

relacionada com a manutenção do desenvolvimento mesmo sob estresse, não precisando 

interferir nos estoques de amido (Figura 4G). Os açúcares solúveis podem acumular nas células 

em respostas a diferentes tipos de estresses (Cárcamo et al. 2019). O fornecimento de carbono 

e sua utilização são importantes para o crescimento e desenvolvimento da planta (Smith e Stitt, 

2007; Muller et al. 2011). Assim, glicose e frutose podem ser utilizadas como 
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fonte de energia para manter o crescimento das raízes do genótipo de soja A7002 mesmo na 

presença de Al. 

Para controlar o estresse nas plantas devido à condição de estresse há mecanismos de 

defesa própria que são as enzimas oxidativas, que podem perceber o estresse e provocar a 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) em vários compartimentos como nas 

mitocôndrias e peroxissomos (Kochian et al. 2004; Silva et al. 2020). ROS podem causar danos 

oxidativos aos componentes celulares se sobrecarregar o sistema antioxidante (Sivaguru et al. 

2013, Silva et al. 2020). 

Além dos mecanismos de defesas enzimáticos, há o mecanismo defesas não enzimático, 

com destaque para o ascorbato (AsA) e a glutationa (GSH) que podem neutralizar a 

citotoxicidade das ROS. Esses podem evitar formação de radicais livres, promover degradação 

prevenindo danos às células e o acionamento de enzimas antioxidativas (Serkedjieva, 2011). 

Contudo, o equilíbrio entre a produção e a neutralização pode ser alterado, com o estresse 

aplicado (Cyrne et al., 2003). 

 

6. Conclusões 

Apesar de acumular em tecidos radiculares, o Al induziu poucos danos às raízes do 

genótipo de soja A7002, o que permitiu uma manutenção do crescimento e do desenvolvimento 

desse órgão. O menor dano gerado pelo Al está relacionado à maior produção do ácido orgânico 

malato em células radiculares e ao acúmulo de Al nas paredes celulares das células externas do 

ápice radicular. Assim, o malato pode estar envolvido com sua acumulação nas raízes, numa 

tentativa de quelação com o Al, além da neutralização (acúmulo) do Al em células radiculares 

mais externas, impedindo sua interiorização para tecidos de transporte e para regiões 

meristemáticas, impedindo o fator de estresse. 
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Capítulo 2 

 

 
Danos metabólicos e morfofisiológicos induzidos pelo alumínio em raízes do genótipo de 

soja Suprema 

Resumo 

Os níveis tóxicos de alumínio (Al) em solos podem gerar reduções na produtividade de 

diferentes culturas sensíveis a este metal. A soja é uma cultura de grande importância 

agronômica e dos fatores que influenciam seu crescimento e produtividade é a presença de Al 
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disponível no solo. Nosso estudo com o genótipo Suprema demonstrou acúmulo de Al nas 

raízes, principalmente no núcleo da célula. Este acúmulo de Al resultou em decréscimo no 

crescimento da raiz e em descamação das células radiculares, podendo gerar reduções na 

absorção de água e de nutrientes pelas raízes. No metabolismo do genótipo Suprema o Al 

resultou em acréscimo nos níveis de glicose e proteínas, e decréscimo no teor de amido. Além 

disso, o Al aumentou a concentração de H2O2, contudo sem alterar a taxa da peroxidação 

lipídica e a atividade das enzimas antioxidativas. Desta forma, o genótipo Suprema  demostrou 

ser suscetível ao Al, com danos ao sistema radicular e modificações no metabolismo primário, 

além de aumentar a concentração de espécie reativa de oxigênio. 

Palavras-chave: Toxicidade do alumínio. Ápice radicular. Glycine max. Metabolismo 

primário. Enzimas antioxidantes. 

 

1 Introdução 

Plantas cultivadas são frequentemente submetidas a uma ampla gama de estresses que 

podem causar danos ao crescimento e perdas na produtividade. Entre esses agentes estressores, 

se destaca o alumínio (Al) presente em solos tropicais e subtropicais e com maior 

biodisponibilidade em solos com baixo pH (Kochian et al. 2004; Muhammad et al. 2019). 

O Al, principalmente o cátion trivalente (Al3+), é forma de Al mais biodisponível em 

solos ácidos para a absorção radicular e impacta negativamente vários processos fisiológicos e 

bioquímicos na planta (Matsumoto 2000; Ma 2007; Kochian et al.2015). O ápice da raiz é o 

primeiro local da fitotoxidade de Al (Kochian 1995; Kopittke et al. 2015), o que 

consequentemente reduz a captação de água e nutrientes, pois o alongamento da raiz pode ser 

prejudicado (Gupta et al. 2013). Essa fitotoxidade causada pelo Al afeta negativamente as 

principais culturas de grãos do Brasil (Kochian et al. 2004; Ryan et al. 2011). A soja, por 

exemplo, é uma planta relativamente mais sensível ao solo ácido na presença de Al do que 

outras culturas (Yang et al. 2011b; dos Reis et al. 2018). A sensibilidade da soja ao Al se faz, 

principalmente pelo efeito direto desse metal sobre o sistema radicular (Kopittke et al. 2015) 

Os estresses abióticos do meio ambiente causam uma série de mudanças anatômicas, 

fisiológicas, bioquímicas e moleculares em plantas em crescimento (Srivastava e Dubey 2012). 

O acúmulo de Al nos tecidos vegetais pode induzir planta respostas diretas ou indiretas no 

metabolismo da planta, afetando a estrutura da parede celular, da membrana plasmática, a 

transdução de sinal e a homeostase de nucleotídeo / fosfato e alterando o status antioxidante e 

osmorregulação das plantas (Kochian et al. 2005, Panda et al. 2009) 
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O desequilíbrio induzido pelo Al pode resultar em maior acúmulo de espécies reativas 

de oxigênio (ROS), e alterações nas propriedades da parede celular, sendo propostos como os 

dois fatores intrínsecos responsáveis pela toxicidade do Al em plantas. O objetivo do estudo foi 

analisar os efeitos do Al sobre o metabolismo e a anatomia em raízes do genótipo de soja 

Suprema. 

 

2 Material e Métodos 

 

 
2.1. Condições de cultivo e delineamento experimental 

Nos experimentos foram utilizadas sementes do genótipo de soja Suprema adquirida 

através do Banco de Sementes do Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja do Bioagro 

na UFV. As sementes foram desinfestadas em solução de hipoclorito de sódio 5% durante 5 

minutos, sendo em seguida lavadas em água destilada. Posteriormente, as sementes foram 

germinadas em rolos de papel germitest umedecidos com solução de germinação (CaCl2100 µ 

M), pH 7,0 e mantidas em sala de crescimento com temperatura (25ºC ± 2) e umidade (80% ± 

10) controladas. Após três dias no escuro, os rolos foram expostos à luz e permaneceram por 

mais três dias na sala de crescimento. No sétimo dia as plântulas foram transferidas para a 

solução de Clark (1975), pH 4,0, para aclimatação por 48 horas, com fotoperíodo de 16/8h 

(luz/escuro), sob aeração constante e temperatura controlada de 25ºC (± 2). Após a aclimatação 

as plântulas foram padronizadas quanto ao comprimento da raiz e da parte aérea. Em seguida, 

foram transferidas para vasos de 2L com solução de Clark (1975), pH 4,0, sob aeração constante 

nos seguintes tratamentos: controle (0 µM de Al) e presença de Al (100 µM de Al) na forma de 

AlCl3, durante 72h. O pH foi ajustado diariamente para 4,0. A dose escolhida já é trabalhada 

com plantas de soja em outros experimentos, pois causam  danos nos ápices das raízes. 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com 6 repetições por 

tratamento e a unidade experimental consistia em 4 plantas por vaso. 

 

2.2. Avaliação do alumínio nas raízes 

 

 
2.2.1. Determinação do teor de alumínio 

As raízes foram secas em estufa de ventilação forçada à 70º C e moídas manualmente. 

Amostras de 0,2 g de raiz foram digeridas em solução nitroperclórica (3:1), em bloco digestor 
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com temperatura controlada (Tedesco et al.  1995). As concentrações de Al foram 

determinadas por espectrometria de emissão atômica com plasma indutivamente acoplado. 

 

2.2.2. Coloração dos ápices radiculares por hematoxilina 

O acúmulo de Al nos ápices radiculares foi analisado pela coloração com hematoxilina 

férrica (Polle et al. 1978). Ápices radiculares com 1 cm de comprimento foram mergulhados 

em solução de hematoxilina férrica 0,2% (p/v) em NaIO3 0,02% (p/v), durante 25 minutos. 

Após as amostras foram lavadas em água deionizada por 15 min para remover o excesso de 

corante. Finalmente, as raízes foram coletadas observadas em Lupa AxioCamErc 5s e 

fotografadas. A reação positiva da hematoxilina com o Al é comprovada pela coloração 

arroxeada. 

 

2.2.3. Histolocalização do alumínio 

Ápices radiculares com 1 cm de comprimento (4 amostras por repetição, totalizando 24 

amostras por tratamento) foram coletados e fixados em FAA 50% (formaldeído, ácido acético 

e álcool) e armazenados em álcool etílico 70%. Em seguida, parte das amostras foi desidratada 

em série etílica e infiltrada em resina pura e álcool 95% por 7 dias sob vácuo intermitente. Os 

fragmentos de raízes foram emblocados em resina metacrilato (Historesina- Leica) no plano de 

corte (longitudinal da raiz). Os cortes de 5 μm de espessura foram realizados em micrótomo 

rotativo de avanço automático (model RM 2155. Leica Microsystens Inc., Deerfield USA), com 

navalha de vidro. Os cortes foram corados com Chrome Azurol’ S 0,5% (Kukachka e Miller, 

1980). As imagens foram obtidas por câmera fotográfica digital (modelo Zeiss AxioCam HRc, 

Göttinger, Germany), acoplada ao microscópio de luz (modelo AX-70 TRF, Olympus Optical, 

Tokyo, Japan), com sistema de captura de imagens Axion Vision. 

 

2.3. Parâmetros fenotípicos 

Ao final das 72 horas foi obtido o comprimento radicular (cm) através de uma régua 

milimetri. Adicionalmente, o sistema radicular foi digitalizado pelo sistema de análise de 

imagem de varredura da raiz através do Software WinRHIZO®, para obtenção dos parâmetros: 

número de ápices de raízes, diâmetro médio de raízes, volume de raízes,  e número de 

bifurcações das raízes. 

2.4. Mapeamento dos sítios de acúmulo de Al nas raízes 
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2.4.1. Coloração dos ápices radiculares por hematoxilina 

O acúmulo de Al nos ápices radiculares foi analisado pela coloração com hematoxilina 

férrica (Polle et al, 1978). Ápices radiculares com 1 cm de comprimento foram mergulhados 

em solução de hematoxilina férrica 0,2% (p/v) em NaIO3 0,02% (p/v), durante 25 minutos. 

Após as amostras foram lavadas em água deionizada por 15 min para remover o excesso de 

corante. Finalmente, as raízes foram coletadas observadas em Lupa AxioCamErc 5s e 

fotografadas. A reação positiva da hematoxilina com o Al é comprovada pela coloração 

arroxeada. 

 

2.4.2. Histolocalização do Al nas raízes pelo corante Chrome Azurol’ S 

Ápices radiculares com 1 cm de comprimento (4 amostras por repetição, totalizando 24 

amostras por tratamento) foram coletados e fixados em FAA 50% (formaldeído, ácido acético 

e álcool) e armazenados em álcool etílico 70%. Em seguida, parte das amostras foi desidratada 

em série etílica e infiltrada em resina pura e álcool 95% por 7 dias sob vácuo intermitente. Os 

fragmentos de raízes foram emblocados em resina metacrilato (Historesina- Leica) no plano de 

corte (longitudinal da raiz). Os cortes de 5 μm de espessura foram realizados em micrótomo 

rotativo de avanço automático (model RM 2155. Leica Microsystens Inc., Deerfield USA), com 

navalha de vidro. Os cortes foram corados com Chrome Azurol’ S 0,5% (Kukachka e Miller, 

1980). As imagens foram obtidas por câmera fotográfica digital (modelo Zeiss AxioCam HRc, 

Göttinger, Germany), acoplada ao microscópio de luz (modelo AX-70 TRF, Olympus Optical, 

Tokyo, Japan), com sistema de captura de imagens Axion Vision. 

 

2.4.3. Análise em Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV) 

Ápices radiculares, de aproximadamente 0,5 cm, foram obtidos das ra zes principais e 

fixados em glutaralde do 2,5%. Em seguida, foram desidratados em série et lica, secos com 

CO2 em equipamento de ponto cr tico (CPD 030, Baltec, Liechtenstein), fixados em suporte de 

alum nio e cobertos com ouro em metalizador (FDU 010, Balzers, Liechtenstein). O material 

foi observado e fotografado em microsc pio eletrônico de varredura (Leo 1430VP, Cambridge, 

Inglaterra). 
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2.4.5. Microanálise de raio-X (MEV-EDS) 

Ápices radiculares de aproximadamente 0,5 cm foram obtidos a partir das raízes 

principais e fixados em 2,5% de glutaraldeído. Em seguida, foram desidratadas em série etílica, 

secas com CO2 em equipamento de ponto crítico (CPD 030, Baltec, Liechtenstein). Após 

secagem, o material vegetal foi fixado em suporte de alumínio e coberto com carbono no 

evaporador de carbono (Q150T, Quorum Technologies, Ashford, Kent, UK). O material, após 

observação em microscópio de varredura (Leo 1430VP, Cambridge, Inglaterra), foi analisado 

por sonda de raio-X (MEV-EDS) acoplada ao microscópio eletrônico, para avaliação da 

distribuição do Al nos ápices radiculares. 

 

2.5. Determinação da quantificação de proteína, amido, aminoácidos totais, açúcares 

solúveis, malato e fumarato 

Amostras de 200 mg de raízes foram maceradas e, posteriormente os metabólitos foram 

extraídos pela mistura de metanol, água e clorofórmio segundo protocolo de Lisec et al. 2006. 

A fração solúvel e o material precipitado resultante da extração foram armazenados a - 80ºC 

para posteriores análises. A fração solúvel foi utilizada para a quantificação dos teores de 

glicose, frutose e sacarose (Fernie et al. 2001b), aminoácidos solúveis totais (Yemm et al; 1995) 

e os ácidos orgânicos malato e fumarato (Nunes-Nesi et al. 2007). No precipitado  foram 

quantificados os teores de amido (Fernie et al. 2001a) e proteínas (Bradford, 1976). 

 

2.6. Quantificação do peróxido de hidrogênio e da peroxidação lipídica 

Para a determinação da concentração de peróxido de hidrogênio (H2O2) 100 mg de raízes 

foram homogeneizadas em meio de extração constituído de ácido tricloroacético (TCA) 0,1% 

e polivinilpolipirrolidona (PVPP), e centrifugados a 14.000 rpm, por 15 minutos a 4 

°C. Alíquotas de 125 µ l do sobrenadante foram adicionadas em 250 µ l do meio de reação 

contendo tampão fosfato de potássio 2,5 mM pH 7,0 e iodeto de potássio (KI) 1M com leituras 

a 390 nm realizadas em espectrofotômetro (UV/Visível Multiskan GO®). As concentrações de 

peróxido de hidrogênio foram estimadas com base em curva de calibração preparada com 

padrões de H2O2 (Velikova et al. 2000). 

O grau de peroxidação lipídica foi medido pela quantificação de malondialdeído 

(MDA), para isso amostras de 0,3 g da matéria fresca de raiz foram maceradas em nitrogênio 

líquido e homogeneizadas em 2 mL de ácido tricloroacético (TCA) 1% (p/v). Os 

homogeneizados foram centrifugados a 14.000 rpm por 15 minutos. Todas as etapas 
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necessárias ao processo de extração foram conduzidas a 4° C. Alíquotas de 0,5 ml dos 

sobrenadantes foram adicionadas a 1,5 ml de uma solução de ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,5% 

(p/v) em TCA 20% (p/v) e então levados em banho-maria a 95° C. Após trinta minutos, a reação 

foi paralisada em banho de gelo. Posteriormente, centrifugados a 14000 rpm por 10 minutos e 

a absorbância dos sobrenadantes foi determinada a 532 nm. A absorbância inespecífica a 600 

nm foi medida e subtraída das amostras. A concentração do complexo aldeído malônico-TBA 

foi calculada usando-se o coeficiente de absortividade molar de 155 mM-1 cm-1 (Heath and 

Packer, 1968). 

 
2.7. Enzimas do metabolismo antioxidativo 

 

 
2.7.1. Obtenção dos extratos enzimáticos SOD, CAT, APX E POX 

Para a determinação da atividade das enzimas dismutase do superóxido (SOD), catalase 

(CAT), peroxidase do ascorbato (APX) e peroxidase (POX) 0,3 g de raízes foram macerados 

em nitrogênio líquido e, homogeneizados com tampão de extração constituído de tampão 

fosfato de potássio 0,1 M, pH 6,8, EDTA 0,1 mM, PMSF 1 mM e PVPP 1% (p/v). Após, o 

material centrifugado a 14.000 rpm por 15 min a 4ºC, para a coleta do sobrenadante utilizado 

nas avaliações enzimáticas e nas dosagens de proteína. Todas as etapas necessárias ao processo 

foram executadas a 4°C. 

 

2.7.2. Determinação da atividade da Superóxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) 

À mistura de reação, constituída de metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazólio (NBT), 

75 µM, EDTA 0,1 µM e riboflavina 2 µ M, em tampão de fosfatode sódio 50 mM, pH 7,8 (Del 

longo et al. 1993), adicionamos 50 µ L do extrato enzimático. A reação foi conduzida a 25°C 

por 5 min numa câmara de reação sob a iluminação de uma lâmpada fluorescente de 15 W 

(Giannopolitis e Ries, 1977). A produção de formazana azul, resultante da foto-redução do 

NBT, foi medida pela determinação do incremento na absorvância a 560 nm, que foi subtraída 

de um “branco”, no qual a mistura de reação foi mantida no escuro. Uma unidade da SOD foi 

definida como a quantidade de enzima necessária para inibir em 50% a  foto- redução do NBT 

(Beauchamp e Fridovic, 1971). 
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2.7.3. Determinação da atividade da Catalase (CAT, EC 1.11.1.6) 

A atividade da CAT foi determinada pela adição de 10 µ L do extrato enzimático bruto 

a 190 µL de meio de reação, constituído de H2O2 12,5 mM, pH 7,0 em tampão fosfato de 

potássio 100 mM, pH 7,0, a 30°C (Havier e Mchale, 1987). A atividade da enzima foi 

determinada pelo decréscimo na absorbância a 240 nm durante 1 min. A atividade da CAT foi 

calculada, utilizando-se, o coeficiente de extinção molar de 36 M-1cm-1 (ANDERSON et al. 

1995). 

 

2.7.4. Determinação da atividade da Ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) 

A atividade da APX foi determinada de acordo com o método de NAKANO e ASADA 

(1981), e modificado por KOSHIBA (1993). A atividade foi determinada pela adição de 10 µL 

do extrato bruto enzimático a 180 µ l do meio de reação, constituída de tampão de fosfato de 

potássio 100 mM, ácido ascórbico 0,5 mM, água e H2O2 1 mM. O decréscimo na absorbância 

das amostras a 290 nm durante 1 minuto a cada 15 segundos, foi utilizado para determinar a 

atividade da enzima, utilizando-se do coeficiente de extinção molar de 2,8 mM- 1cm-1 (Nakano 

& Asada, 1981). 

 
2.7.5. Determinação da atividade da Peroxidases (POX, EC 1.11.1.7) 

A atividade da POX foi determinada pela adição 10 µL do extrato enzimático bruto a 

290 µL de meio de reação, constituído de tampão fosfato 25 mM, pH 6,8, H2O2 20 mM, 

pirogalol 20 mM e água. O incremento da absorbância foi avaliado durante o primeiro minuto 

de reação a 420 nm, a 25 C. A atividade enzimática foi calculada utilizando-se o coeficiente de 

extinção molar de 2,4 mM-1cm-1 (Chance e Maehley, 1955). 

 
2.8. Análise estatística 

Os dados quantitativos de biometria, metabolismo primário, estresse oxidativo e 

enzimas do sistema oxidante foram submetidos à análise de variância e suas médias foram 

submetidas ao teste de normalidade de Shapiro-Wik, homogeneidade de variância de Bartlet 

comparadas pelo teste de turkey no nível de 5% de probabilidade (p<0,05) no software R x 

64.3.5.3 (R Core Team, 2019). 
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3. Resultados 

A concentração de Al nas raízes aumentou 11 vezes após exposição do genótipo 

Suprema a este metal (Fig. 1A). Este acúmulo de Al resultou em redução no comprimento 

radicular, no número de ápices radiculares e no número de bifurcações (Fig. 1B, C, F, G). Além 

disso, houve aumento no diâmetro das raízes após tratamento com Al (Fig.1 D). 

Para o mapeamento dos sítios de acúmulo de Al nos ápices radiculares, o corante 

hematoxilina evidenciou forte coloração arroxeada (reação positiva com o Al), nas raízes 

tratadas com Al, sendo observado reação negativa para o tratamento controle (Fig. 2A). Nos 

cortes longitudinais de raízes corados com o corante Chrome Azurol’S, ficou evidente a entrada 

e acúmulo do Al em tecidos e células dos ápices radiculares, evidenciado pela coloração azulada 

(Fig. B). Células externas apresentaram reação positiva com Al, assim como o núcleo das 

células do meristema fundamental. Por outro lado, não houve reação positiva do corante 

Chrome Azurol’S com Al para o tratamento controle (Fig. 2B). Pela da microanálise de raio-X 

acoplada ao microscópio eletrônico de varredura (MEV-EDS) foi observado presença de Al em 

todo o ápice radicular, representada pela cor vermelha (Fig.  2C). Por outro lado, no tratamento 

controle foi observada marcação negativa para o Al (ausência de cor vermelha) (Fig. 2C). Os 

resultados obtidos pela microscopia eletrônica de varredura (MEV) evidenciaram a descamação 

das células radiculares, com maiores danos na região do ápice da raiz (Fig. 2C). 

Poucas alterações foram evidenciadas no metabolismo primário após exposição do 

genótipo Suprema ao Al (Fig. 3). Na presença de Al houve aumento na concentração de 

proteínas e redução de 1,4 vezes na concentração de amido (Fig. 3E, G). A presença do ácido 

orgânico fumarato não foi identificada no genótipo após os tratamentos. 

Para o metabolismo oxidativo, o Al promoveu aumento de 4 vezes na concentração de 

peróxido de hidrogênio, não modificando o teor da peroxidação de lipídios (Fig. 4A, B). 

Adicionalmente, o metabolismo antioxidativo avaliado pela atividade das enzimas SOD, POX, 

APX e CAT não foi alterado pela presença de Al (Fig. 4, F). 
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4. Figuras 
 

Figura 1. Teor de alumínio e parâmetros biométricos de raízes do genótipo de soja Suprema 

cultivada por sete dias em solução hidropônica com duas concentrações de Al: No Al (0 µM) e 

Plus Al (100 µM Al), após 72h. a: Teor de alumínio nas raízes; b: comprimento da raiz; c: 

número de ápices radiculares; d: diâmetro médio de raízes; e: volume de raízes; f: número de 

bifurcações das raízes e g: fenótipo do genótipo Suprema. Barra da escala = 5 cm. Barras 

verticais representam o erro padrão (n = 5) e letras diferentes indicam diferença significativa 

entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p <0,05). 
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Figura 2. Sitios de acúmulo de alumínio em raízes do genotipo de soja Suprema cultivada por 

sete dias em solução hidropônica com duas concentrações de Al: No Al (0 µM) e Plus Al (100 

µM Al), após 72h. A: Coloração do Al pelo corante hematoxilina. Coloração arroxeada indica 

reação positiva. B: Anatomia do Al pelo corante Chrome Azurol’S em corte longitudinal de 

ápice radicular. Coloração azul indica reação positiva. Setas pretas indicam presença de Al nos 

núcleos das células. Barras dos tratamentos No Al e Plus Al: 500 µ m. Barra da imagem com 

aumento do tratamento Plus Al:100 µ m. rc- Capa da raiz; pm- Promeristema; fm- Meristema 

fundamental. C: Micrografia dos ápices radiculares por microscopia eletrônica de varredura 

(MEV) e localização do acúmulo de Al por espectrometria de energia dispersiva de raio-X 

(EDS). As áreas vermelhas indicam a presença de Al. Barra = 200 μm. 
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Figura 3. Concentração de metabólitos primários em raízes do genótipo de soja Suprema 

cultivadas por sete dias em solução hidropônica com duas concentrações de Al: No Al (0 µM) 

e Plus Al (100 µM Al), após 72h. A: glicose; B: frutose; C: sacarose; D: aminoácidos. E: 

proteínas; F: malato; G: amido. Barras verticais representam o erro padrão (n = 5) e letras 

diferentes indicam diferença significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p <0,05). 
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Figura 4. Metabolismo antioxidativo em raízes do genótipo de soja Suprema cultivado por sete 

dias em solução hidropônica com duas concentrações de Al: No Al (0 µM) e Plus Al (100 µM 

Al), após 72h. A: concentração de peróxido de hidrogênio, B: concentração de malonaldeído 

(MDA), C: atividade da dismutase do superóxido (SOD); D: atividade da peroxidase total 

(POX) E: atividade da peroxidase do ascorbato (APX); F: atividade da 
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catalase (CAT). Barras verticais representam o erro padrão (n = 5) e letras diferentes indicam 

diferença significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p <0,05). 

4. Discussão 

O órgão da planta mais facilmente alterado pela toxidez do Al é a raiz. Em plantas 

cultivadas essa problemática é intensificada, pois além de comprometer o desenvolvimento e 

crescimento da planta, pode reduzir a produtividade da cultura (Echart et al. 2001, Horst et al. 

2010). No presente trabalho, o acúmulo de Al e os efeitos tóxicos primários desse metal foram 

observados no sistema radicular do genótipo de soja Suprema (Figs. 1 e 2). Adicionalmente, 

pequenas variações nos componentes do metabolismo primário (Fig. 3) e do metabolismo 

antioxidativo também foram observadas nas raízes após tratamento com Al (Fig. 4). 

O aumento de 11 vezes na concentração de Al (Fig. 1a), nas raízes do genótipo Suprema 

reduziu o comprimento radicular e o número de ápices radiculares (Fig. 1B, C, G). No ápice da 

raiz, as zonas meristemática e de alongamento são altamente sensíveis ao Al, com elevada taxa 

de acúmulo desse elemento devido a sua capacidade de ligação 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). Como resultado direto, induz danos físicos 

a essa região da raiz, e indiretamente pode comprometer a absorção de água e nutrientes 

reduzindo o crescimento e o desenvolvimento da planta (Kochian et al. 2004, Horst et al.  2010). 

O dano direto do Al sobre as raízes pode comprometer os processos de divisão e expansão 

celular (Ciamporova, 2002; Doncheva et al. 2005). Os efeitos do Al sobre a divisão celular 

parecem estar associados à sua capacidade de ligação aos grupos fosfatos do DNA (Rincón e 

Gonzales, 1992; Oliveira et al. 2021). 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). 

Adicionalmente, o acúmulo de Al no sistema radicular do genótipo Suprema aumentou 

o diâmetro das raízes (Fig. D). O Al pode induzir alterações morfológicas tornando-as raízes 

mais espessas (Delhaize e Ryan, 1995; Ciamporova, 2002; Zheng e Yang, 2005). Este 

engrossamento das raízes pode ser resultado do aumento em espessura das paredes celulares 

(Vázquez et al. 1999; Verma et al. 2021), após deposição de  novos compostos químicos, como 

hemicelulose e lignina (Almeida et al 2021). Além disso, 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). 
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Os testes com os corantes hematoxilina (Fig. 2A) e chrome azurol’S (Fig. 2B), além  da 

marcação do Al por espectrometria de energia dispersiva de raio-X (EDS) (Fig. 2C), 

evidenciaram o acúmulo desse metal em células do ápice radicular. A hematoxilina e o EDS 

marcaram o Al adsorvido/absorvido as células externas da raiz. Adicionalmente, o corante 

chrome azurol’S resultou em reação positiva com Al em células mais internas do ápice 

radicular, assim como no núcleo das células do meristema fundamental (Fig. 2B). O Al pode se 

ligar a diferentes grupamentos químicos presentes nas células radiculares. Uma parte deste Al 

pode ser neutralizado nessas ligações, ficando indisponível para induzir danos, sendo 

caraterizado como mecanismo de resistência (Zhang, Rengek, 1999, Silva et al. 2000; Taylor et 

al. 2000, Hartwig et al. 2007). Contudo, dependendo da intensidade do Al acumulado, e em qual 

célula houve esse acúmulo, danos estruturais e metabólicos podem ser induzidos. Assim, no 

presente trabalho parte do Al absorvido pelas células radiculares resultou em danos ao 

crescimento (Fig. 1), a estrutura da raiz (Fig. 2C) e ao metabolismo radicular (Figs. 3 e 4).  Um 

dos efeitos mais danosos do Al em células é sua ligação com o núcleo  celular (Matsumoto et 

al. 1976, Echart et al. 2001, Hartwig et al. 2007). O Al pode se ligar aos  grupos fosfatos do 

DNA, formando o complexo DNA-Al, danificando a dupla hélice e dificultando a replicação 

do DNA (Rincón e Gonzales, 1992; Oliveira et al. 2021), o que pode comprometer a divisão 

celular conforme observado no presente trabalho (Fig. 1B, G). Aparentemente, o Al é capaz de 

fragmentar as moléculas de DNA, principalmente em genótipos sensíveis (Meriga et al. 2004). 

Além disso, o Al ligado aos componentes da parede celular de células externas pode induzir 

alterações na estrutura das raízes (Delhaize, Ryan, 1995; Ciamporova, 2002; Zheng, Yang, 

2005). No genótipo Suprema, a presença do  Al nessas células resultou em descamação das 

células radiculares, com maiores danos na região do ápice (Fig. 2C). As células mais externas 

das raízes por estarem em contato direto com o  Al são alvos primários das injúrias desse 

elemento (Delhaize, Ryan, 1995; Ciamporova, 2002; Zheng e Yang, 2005). Segundo 

Ciamporova, (2002), a interação do Al com os componentes das paredes celulares pode resultar 

em expansão desigual das células, gerando estresse mecânico capaz de causar destruição nos 

tecidos periféricos da raiz. Essas alterações podem comprometer a absorção de água e nutrientes 

pelas raízes. 

A glicose é um composto chave utilizado como fonte de energia e como substância 

sinalizadora para promover o crescimento radicular através do metabolismo de nitrogênio (N) 

e carbono (C) envolvido com a rede de sinalização para promover o crescimento radicular 

induzido por Al. Em geral, a sacarose é uma fonte de energia para as células vivas, e seus 

produtos de clivagem, glicose e frutose, são moléculas essenciais para a regulação do 
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crescimento e desenvolvimento das plantas (Smeekens 2000; León e Sheen 2003; Gibson 2005, 

Moriyama et al. 2016). Contudo, no presente trabalho a concentração de glicose,  frutose e 

sacarose não foi alterada pela presença de Al nas raízes (Fig. 3A, B, C). 

Em tecidos de crescimento ativo, a energia é necessária para apoiar o crescimento do 

tecido. A energia metabólica no tecido não fotossintético é obtida, principalmente pela 

respiração, sacarose e amido que são os principais substratos do tecido vegetal (Moriyama et 

al. 2016). Assim, os açúcares participam do metabolismo intermediário e são substratos para a 

síntese de carboidratos mais complexos. A concentração de amido diminuiu após tratamento 

com Al (Fig. 3G), sugerindo que essa molécula seria clivada para açúcares solúveis como a 

glicose e a frutose, o que resultaria em energia metabólica para vias anabólicas. Contudo, nossos 

resultados evidenciaram uma manutenção nos níveis de carboidratos (Fig. 3), além de danos ao 

crescimento das raízes (Fig. 1). Assim, mesmo com a clivagem do amido não foi possível 

manter o crescimento normal das raízes. 

O peróxido de hidrogênio pode funcionar como agente mitigador dos danos oriundos de 

situações estressoras aos vegetais. Portanto, o estresse de Al pode ter ativado o acúmulo de 

peróxido de hidrogênio que é uma ROS com elevada estabilidade, e, dependendo das 

concentrações empregadas, é responsável por regular e induzir processos de aclimatação, 

defesa, desenvolvimento, reduzindo a sensibilidade das plantas aos fatores bióticos e abióticos 

aos quais sãos expostas (Neill et al. 2002; Ślesak et al., 200 ). A manutenção  na  taxa de  MDA 

após tratamento com Al pode ter ocorrido devido à presença de mecanismos de defesa não 

enzimáticos que protegeram a membrana. As defesas não enzimáticas são capazes de neutralizar 

citotoxicidade das ROS, principalmente pela atuação do ascorbato (AsA) e da glutationa (GSH). 

Esses podem evitar formação de radicais livres, promover degradação prevenindo danos às 

células e o acionamento de enzimas antioxidativas (Serkedjieva, 2011). Contudo, o equilíbrio 

entre a produção e a neutralização pode ser alterado, com o estresse aplicado (Cyrne et al., 

2003). 

 

5. Conclusões 

O genótipo Suprema é suscetível ao estresse por Al, acumulando elevadas 

concentrações desse metal com danos ao crescimento e a morfologia das raízes. A sensibilidade 

desse genótipo está mais relacionada ao acúmulo de Al nos tecidos radiculares, do que com as 

alterações sobre o metabolismo. Esse metal é principalmente acumulado no ápice radicular, 

com maior intensidade na coifa, assim como no núcleo das células do 
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meristema fundamental. Menores alterações foram observadas no metabolismo primário e 

antioxidativo, com reduções nos teores de amido e acréscimos nos teores de H2O2 e proteínas. 
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7. Conclusões gerais 

No genótipo A7002 o Al não induziu danos ao sistema radicular, apresentando 

mecanismo de tolerância a este metal, com concentração de malato nas células das raízes numa 

tentativa de quelação com o Al, além da neutralização (acúmulo) do Al em células radiculares 

mais externas, impedindo sua interiorização para tecidos de transporte e para regiões 

meristemáticas e assim matendo essa planta sem a presença de estresse. 

Já o genótipo Suprema foi suscetível ao estresse por Al, acumulando altas concentrações 

deste metal em tecidos radiculares, o que resultou em danos anatômicos a este órgão, contudo 

com poucas alterações sobre o metabolismo. 
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