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RESUMO 

CARDOSO, Flávio Barcellos, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, outubro 
de 2013. Composição de ∆5-esteróis, atividade de H+-ATPase e exsudação 

de ácidos orgânicos em dois genótipos de milho, submetidos a níveis 
tóxicos de alumínio. Orientador: José Cambraia. Coorientadores: Juraci Alves 
de Oliveira e Cleberson Ribeiro. 

 

Neste trabalho, plântulas de dois genótipos de milho com tolerância diferencial 

ao alumínio (Al), UFVM-100 (sensível) e UFVM-200 (tolerante), foram expostas 

ao Al, nas concentrações de 0 e 50 µM, e ao paclobutrazol (PBZ), nas 

concentrações de 0 e 0,6 µM, aplicados isoladamente ou em combinação, em 

solução de CaCl2 0,5 mM, pH 4,0. Após 24 horas, avaliaram-se os efeitos do Al 

e, ou do PBZ sobre o crescimento radicular, o acúmulo/localização do Al, o 

extravasamento de eletrólitos totais, a exsudação de ácidos orgânicos para a 

solução externa, os teores de esteróis e de ácidos orgânicos e a atividade da 

H+-ATPase de membrana plasmática de pontas de raízes. O tratamento das 

plântulas com Al resultou em maior acúmulo desse elemento nas raízes do 

genótipo UFVM-100 e, também, em maior inibição no alongamento da raiz 

principal nesse genótipo. Observou-se, também, redução nos teores de 

campesterol, estigmasterol e -sitosterol e nos teores totais dos ∆5-esterois nos 

ápices radiculares dos dois genótipos de milho, mas com maior intensidade no 

genótipo UFVM-100. O extravasamento de eletrólitos, também, foi maior nesse 

genótipo. Os teores de ácido cítrico e málico nas raízes foram 

aproximadamente iguais nos dois genótipos, mas a exsudação de ácido cítrico 

foi maior no genótipo UFVM-200, enquanto a de ácido málico foi maior no 

genótipo UFVM-100. A exsudação total de ácidos orgânicos pelas raízes, 

entretanto, foi consideravelmente maior no genótipo UFVM-200. A atividade da 

H+-ATPase sofreu redução no genótipo UFVM-100, mas aumento no genótipo 

UFVM-200. A excreção de prótons foi similar nos dois genótipos em todos os 

tratamentos, exceto no tratamento combinado de Al + PBZ em que foi maior no 

genótipo UFVM-200. Nesse tratamento observou-se aumento no teor de Al nos 

ápices radiculares e na inibição do alongamento radicular apenas no genótipo 

UFVM-200, eliminando as diferenças entre os dois genótipos. Nessa mesma 

condição, também, observou-se redução nos teores de campesterol, 

estigmasterol, -sitosterol e teores totais dos ∆5-esterois nos dois genótipos. 
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Como essa redução foi maior no genótipo UFVM-200, as diferenças que 

existiam na presença apenas do Al desapareceram. O tratamento combinado 

de Al + PBZ ocasionou aumento no extravasamento de eletrólitos no genótipo 

UFVM-200 e pequena redução no genótipo UFVM-100, diminuindo a diferença 

entre esses dois genótipos em relação ao tratamento apenas com Al. Além 

disso, o tratamento com Al + PBZ aumentou o teor de ácido cítrico apenas no 

genótipo UFVM-100 e de ácido málico nos dois genótipos. Nessa mesma 

condição ocorreu aumento na exsudação de ácido cítrico nos dois genótipos e 

de ácido málico apenas no genótipo UFVM-200. A exsudação desses ácidos 

orgânicos, entretanto, foi menor quando comparada à exsudação observada no 

tratamento com apenas Al. A atividade da H+-ATPase aumentou nos dois 

genótipos, sendo o aumento maior no genótipo UFVM-200. Na presença 

apenas de Al, o genótipo UFVM-200 apresentou menores teores deste 

elemento nos ápices radiculares, menor inibição no crescimento da raiz 

principal, maiores teores dos esteróis campesterol, estigmasterol e -sitosterol 

na membrana plasmática e maior atividade da H+-ATPase e, paralelamente, 

aumento na exsudação de ácido cítrico, indicando que este genótipo possui 

mecanismos de tolerância ao Al mais eficientes. O tratamento com PBZ, na 

presença de Al, de modo geral, reduziu a tolerância do genótipo UFVM-200 ao 

Al em relação ao genótipo UFVM-100.  
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ABSTRACT 

CARDOSO, Flávio Barcellos, D.Sc, Universidade Federal de Viçosa, october, 
2013. ∆5-sterol composition and H+-ATPase of plasma membrane and 

organic acid root exudation by two maize genotypes, exposed to toxic 
levels of aluminum. Adviser: José Cambraia. Co-Advisers: Juraci Alves de 
Oliveira and Cleberson Ribeiro. 

 

In this study, seedlings of two maize genotypes with differential tolerance to 

aluminum (Al), UFVM-100 (sensitive) and UFVM-200 (tolerant) were exposed to 

0 or 50 µM Al and 0 or 0.6 µM paclobutrazol (PBZ), applied solely or in 

combination, in 0.5 mM CaCl2, pH 4.0. After 24 hours, the effects of Al and/or 

PBZ treatment were evaluated on root elongation, Al accumulation/localization, 

total electrolyte leakage, organic acids exudation to the external solution and 

Δ5-sterols and organic acids contents and H+-ATPase activity of plasma 

membranes of roots tips. Seedlings of the UFVM-100 treated with Al showed 

higher Al content in the roots and also lower root elongation. Campesterol, 

stigmasterol, β-sitosterol and total Δ5-sterols contents decreased in the root tips 

of both maize genotypes, but with higher intensity in the UFVM-100 genotype. 

The total electrolyte leakage was also higher in this genotype. The citric and 

malic acid contents in the roots were similar in the two genotypes, but citric acid 

exudation was higher in the UFVM-200 genotype, while malic acid exudation 

was higher in the UFVM-100 genotype. Nevertheless, the roots of the UFVM-

200 genotype exuded higher amount of total organic acid to the growth medium. 

The activity of the H+-ATPase decreased in the UFVM-100, but increased in the 

UFVM-200 genotype. The proton excretion by the roots was similar in both 

genotypes, increasing only in UFVM-200 after exposure to the Al + PBZ 

treatment. Under this treatment it was observed also an increase in Al contents 

in the root tips and inhibition of root elongation only in the UFVM-200 

eliminating genotype differences. Under this condition, campesterol, 

stigmasterol, β-sitosterol and total Δ5-sterols contents decreased in both 

genotypes. Since these reductions were greater in the UFVM-200, genotypes 

differences observed in plants treatment with solely Al disappeared. The 

electrolyte leakage increased in the UFVM-200 but decreased in the UFVM-100 

genotype in response to the combined treatment Al + PBZ, reducing the 

genotypic differences. The Al + PBZ treatment increased the citric and malic 
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acid contents in the root apices in both genotypes. Under this treatment, there 

was an increase in citric acid in both genotypes but of malic acid only in the 

UFVM-100 genotype. The total exudation of these organic acids, however, was 

lower than in the presence of solely Al. The activity of H+-ATPase increased in 

both genotypes, mainly in the UFVM-200 genotype. In the presence only of Al, 

the UFVM-200 genotype showed lower Al contents in the root tips, higher root 

elongation, higher campesterol, stigmasterol and β-sitosterol contents and 

higher H+-ATPase activity and also higher citric acid exudation, exhibiting a 

more efficient mechanism of Al tolerance. In general, plant treatment with PBZ 

reduced the Al-tolerance of the UFVM-200 genotype relative to the UFVM-100 

genotype. 
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1. INTRODUÇÃO  

A toxidez por alumínio (Al) é um fator limitante para o crescimento e 

desenvolvimento das plantas em solos ácidos (Horst et al., 2010). No Brasil, 

mais de 50% dos solos agricultáveis são ácidos e apresentam níveis elevados 

de Al, resultando em perdas significativas na produtividade das culturas (Lopes 

e Guilherme, 1994). 

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

crosta terrestre (Kochian, 1995), correspondendo a aproximadamente 7% da 

massa total do planeta (Delhaize e Ryan, 1995). A toxidez por Al nos sistemas 

aquáticos e terrestres, entretanto, não está correlacionada com a concentração 

total de Al (7% dos solos minerais), mas sim, com a concentração da fração 

solúvel e biologicamente ativa.  

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

ou óxidos que em pH ≤ 4,5 se solubiliza, atingindo concentrações tóxicas na 

solução do solo (Ma e Furukawa, 2003). Entre as espécies solúveis de Al na 

solução do solo estão às formas inorgânicas monoméricas, em particular a 

forma trivalente do Al (Al3+), sendo considerada a mais fitotóxica (Kinraide et al. 

1992). 

Os primeiros efeitos da toxidez por Al ocorrem logo após exposição das 

plantas a concentrações tóxicas desse metal (Horst et al., 2010), seguindo-se 

efeitos secundários que se manifestam após várias horas ou dias depois 

(Doncheva et al., 2005). 

O sintoma primário e mais evidente da toxicidade por Al em plantas é a 

inibição do alongamento radicular (Matsumoto, 2000). O ápice da raiz, 

especificamente, a região da zona de transição, é apontado como o local 

primário das injúrias causadas pelo Al (Sivaguru e Horst, 1998; Kollmeier et al., 

2000). Como o primeiro contato do Al com as plantas se faz através das raízes, 

os sintomas de sua toxicidade se expressam neste órgão de forma mais 

acentuada, produzindo raízes curtas, grossas e quebradiças, com poucas 

ramificações finas e pouco eficientes na absorção de água e nutrientes do solo.  

Segundo Le Van et al. (1994), na parede celular o Al pode se ligar aos 

grupos carboxílicos das pectinas e das proteínas causando aumento na 



2 
 

concentração de polissacarídeos da parede celular. Recentemente, foi 

demonstrado que cerca de 75% de todo o Al adsorvido à parede celular está 

ligado à fração hemicelulose (HC1) (Yang et al., 2011), resultando em 

diminuição na extensibilidade da parede celular e, consequentemente inibição 

no alongamento radicular (Ma et al., 2004).  

O Al, entretanto, afeta não somente as propriedades da parede celular, 

mas, também, as da membrana plasmática (Ishikawa e Wagatsuma, 1998). A 

membrana plasmática, rica em fosfolipídios, é alvo potencial da ação tóxica do 

alumínio. O Al interage com lipídios e proteínas da membrana modificando sua 

estrutura molecular, aumentando a densidade de empacotamento dos lipídios 

e, consequentemente, sua rigidez (Krtková et al., 2012) e, portando, reduzindo 

sua fluidez (Chen et al., 1991; Verstraeten et al., 2002). Há, em consequência 

disso, aumento na permeabilidade das membranas, tornando possível a 

passagem de não-eletrólitos e de permeadores lipídicos (Zhao et al., 1987).  

A ligação do Al na membrana plasmática, também, altera a negatividade 

de sua superfície (Kinraide, 2006) causando rápida despolarização (Ahn et al., 

2004; Bose et al., 2010). Isso pode estar relacionado à inibição da atividade da 

H+-ATPase, impedindo a formação e manutenção do gradiente de prótons (Ahn 

et al., 2001; Ahn et al., 2004), ou ao aumento do influxo de H+ através da 

membrana plasmática do meio externo para o interior da célula (Bose et al., 

2010).  

Embora Sasaki et al., (1995) tenham observado decréscimo na atividade 

da H+-ATPase da membrana plasmática de raízes de trigo tratadas com Al, 

eles não observaram diferenças entre cultivares tolerantes e sensíveis. Em 

experimentos com cevada, os autores sugeriram a formação de uma camada 

carregada positivamente em torno da membrana, o que permitiria o transporte 

de ânions (Nichol et al., 1993). Neste mesmo trabalho, foi observado, ainda, 

maior despolarização do potencial de membrana com o aumento da 

concentração interna citossólica de Al no cultivar tolerante comparativamente 

ao sensível.  

Os mecanismos de tolerância ao Al em plantas superiores ainda não 

foram completamente elucidados e, até o momento, têm sido classificados em 

duas categorias, os de exclusão e os de tolerância. Nos mecanismos de 
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exclusão, o Al é impedido de interagir com os sítios metabólicos sensíveis, ao 

ser imobilizado às cargas negativas de ácidos carboxílicos constituintes da 

parede celular ou ao ser precipitado em razão do aumento do pH da rizosfera 

(Yang et al., 2011), ou, ainda, ao ser complexado por compostos orgânicos 

produzidos e exsudados pelas plantas (Ma et al., 2001; Shen et al., 2002; Ying 

Li et al., 2009), antes dele alcançar o simplasma.  

Nos mecanismos de tolerância ou mais recentemente denominados de 

“mecanismos de tolerância interna”, embora o Al alcance o simplasma, ele é 

imobilizado ou complexado por ácidos orgânicos e, ou compostos fenólicos e, 

ou compartimentalizado ou, então, ocorrem mudanças no metabolismo da 

planta para desenvolver tolerância a esse íon (Kochian et al., 2004). 

Dentre os mecanismos de exclusão, o mais aceito atualmente envolve a 

biossíntese e exsudação de certos ácidos orgânicos, principalmente malato, 

citrato e oxalato (Kochian et al., 2004). Esses ácidos orgânicos seriam capazes 

de complexar a forma monomérica e mais tóxica do Al, diminuindo ou 

eliminando sua fitotoxicidade. Confirmando essa hipótese, vários trabalhos 

mostram elevada correlação entre a exsudação de ácidos orgânicos por ápices 

radiculares em diferentes espécies de plantas com tolerância ao Al (Ma, 2007; 

Stass et al., 2008; Ying Li et al., 2009; Liu et al., 2009). 

Alguns estudos fisiológicos foram conduzidos, na tentativa de 

compreender a natureza da exsudação de ácidos orgânicos em raízes de 

plantas sob estresse por Al (Ma et al. 2001; Kochian et al., 2005). A exsudação 

de ácidos orgânicos, principalmente citrato, malato e oxalato, por raízes de 

plantas submetidas a estresse por Al, tem recebido aceitação generalizada de 

ser o principal mecanismo de tolerância ao Al em plantas. Em relação ao tempo 

de exposição ao Al e à concentração desse metal, as plantas podem 

apresentar diferenças entre as formas de ácidos orgânicos exsudados e o tipo 

de padrão de exsudação (Ma, 2000). Além disso, em resposta ao Al, algumas 

espécies de plantas tolerantes podem exsudar mais de um tipo de ácido 

orgânico (Dong et al., 2008; Khan et al., 2009a; Yang et al., 2011b).   

A exsudação dos ácidos orgânicos é mediada por canais aniônicos ou 

transportadores (Sasaki et al., 2004). Aparentemente, cada ácido orgânico 

utiliza um canal específico, podendo existir mais de um canal na membrana 
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para estabelecer o mecanismo de tolerância da espécie. No caso do trigo, por 

exemplo, sugere-se o funcionamento de um canal para malato e um canal para 

citrato (Ryan et al., 2009). Recentemente, foram descobertos transportadores 

da família “MATE” (Multi-antimicrobial extrusion protein) que podem estar 

envolvidos na exsudação de citrato e, ou malato (Sasaki et al., 2004; Furukawa 

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

A exsudação de ácidos orgânicos para o apoplasto pode se dar 

basicamente de dois modos. Quando ocorre imediatamente após a exposição 

das plantas ao Al é chamada exsudação “padrão I”, que, segundo alguns 

autores, requer apenas a ativação de canais aniônicos preexistentes na 

membrana plasmática (Ma et al., 2001), não sendo necessária a indução de 

genes para síntese de novos transportadores (Ma, 2005). Quando a exsudação 

do ácido orgânico ocorre algum tempo depois, às vezes até várias horas, após 

a exposição das plantas ao Al, considera-se que ela segue o “padrão II”. 

Admite-se que, neste caso, ocorre síntese de novo de proteínas, 

provavelmente, envolvidas no metabolismo ou no transporte dos ácidos 

orgânicos (Ma, 2000). 

A H+-ATPase da membrana plasmática regula a homeostase de íons e o 

fluxo de H+. Ela é uma enzima essencial para a sobrevivência das plantas sob 

várias condições de estresse, incluindo por Al. Pesquisas têm demonstrado sua 

participação também na regulação do pH da rizosfera (Ahn et al. 2002; Yang et 

al., 2011). Embora os mecanismos de tolerância das plantas ao Al ainda não 

sejam totalmente compreendidos, relatos da literatura sugerem a inibição da 

atividade da H+-ATPase in vitro e in vivo por esse metal (Cambraia e Calbo, 

1980; Sasaki et al., 1995).  

Vários autores verificaram que a aplicação do Al diretamente ao meio de 

reação resulta em inibição da atividade da H+-ATPase em raízes de diversas 

culturas como milho (Façanha e de Meis, 1995), sorgo (Cambraia e Calbo, 

1980), trigo (Ahn et al., 2002 e Yang et al., 2011), soja (Kim et al., 2010) e 

beterraba (Lindberg e Griffths, 1993). Segundo considerações de Lindberg e 

Griffths (1993), a inibição da atividade da H+-ATPase é, aparentemente, 

decorrente da ligação do Al ao complexo enzima-substrato via resíduos -SH do 

sítio ativo e, também, aos fosfolipídios das membranas, o que provoca 
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alterações no microambiente da enzima e, consequentemente, modificações na 

conformação e na atividade enzimática. 

Mais recentemente, várias pesquisas têm procurado correlacionar os 

efeitos do Al sobre a estrutura e função das membranas com sua composição 

lipídica. Tanto a análise dos lipídios da membrana plasmática (Huynh et al., 

2012) quanto a utilização de inibidores da biossíntese de esteróis indicam que 

a composição de lipídios da membrana plasmática desempenha importante 

função na tolerância ao Al (Khan et al., 2009b).  

Em um estudo realizado com dois cultivares de sorgo submetido a níveis 

tóxicos de Al, diferenças foram observadas quanto à composição dos ácidos 

graxos da membrana plasmática, às relações ácido graxo insaturado/saturado, 

ácido linoléico/ácido palmítico (C18:2/C16:0) e ácido linoleico/ ácido linolênico 

(C18:2/C18:3), e ao índice de ligações duplas, indicando redução na fluidez 

dos lipídios da membrana plasmática no cultivar sensível, mas, em contraste, 

aumento no cultivar tolerante ao Al (Peixoto et al., 2001). 

Os esteróis vegetais, denominados fitosteróis, constituem fração 

importante dos lipídios de membrana e acredita-se que eles possam influenciar 

diretamente na estabilidade da bicamada de lipídios durante perturbações 

físico-químicas da membrana (Piironen et al., 2000). Os representantes mais 

comuns dos fitosteróis são o ß-sitosterol, o estigmasterol e o campesterol (Fig. 

1). A maioria dos esteróis de plantas apresenta uma ligação ∆5, isto é, uma 

ligação dupla no carbono 5, sendo comumente chamados de ∆5-esteróis. 

 

Figura 1. Esteróis mais comuns em plantas: (a) Campesterol; (b) Sitosterol; (c) Estigmasterol 
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Resultados recentes realizados com arroz indicam que a quantidade 

relativa de ∆5-esteróis é importante fator na tolerância ao Al (Khan et al., 

2009a). O cultivar tolerante (Rikuu-132) apresentou menor relação 

fosfolipídio/∆5-esterol do que o cultivar sensível (Rikuu-20) indicando que a 

membrana plasmática do tolerante estava com menor intensidade de cargas 

negativas e menos permeável do que o sensível. Zhang et al. (1997), também, 

mostraram que em um cultivar de trigo tolerante ao Al houve redução da 

relação fosfolipídio/∆5-esterol, enquanto no sensível nenhum efeito do Al foi 

observado. Em face ao limitado conhecimento em relação à influência da 

composição lipídica nas funções das membranas, segundo os autores, 

estabelecer uma correlação entre a toxicidade e, ou tolerância das plantas ao 

Al com as mudanças observadas na composição dos ∆5-esteróis é muito difícil.  

Recentemente foi verificado que o paclobutrazol e outros triazóis 

reduziram a tolerância de um cultivar tolerante de arroz (Khan et al., 2009b) e 

que esta ação pode estar ligada ao seu efeito sobre abundância relativa de ∆5-

esteróis na membrana plasmática de pontas de raízes (Khan et al., 2009ª). 

Os triazóis destacam-se um grupo de compostos desenvolvidos para o 

controle de fungos, mas que têm sido usados como retardantes de crescimento 

vegetal.  

Dentre os triazóis existentes, o paclobutrazol (PBZ) [(2RS,3RS)-1-(4-

clorofenil)-4, 4-dimetil-2-(1,2,4- triazol)-3-pentanol] e o uniconazol são os 

produtos mais efetivos em retardar o crescimento de plantas (Fletcher et al., 

2000).  

O PBZ interfere na atividade da ent-kaureno oxidase na via de oxidação 

do ent-kaureno, levando a uma diminuição nos níveis endógenos de giberelinas 

biologicamente ativas (Rademacher, 2000). Além disso, o PBZ inibe fortemente 

a isomerase do ciclopropil esterol que catalisa a abertura do anel ciclopropano 

do cicloeucalenol essencial para a biossíntese de esteróis (Benaviste, 2004).   

Desde sua descoberta o PBZ tem sido amplamente estudado na 

agricultura e seus efeitos têm sido relatados em inúmeras espécies vegetais, 

com diferentes padrões de crescimento. O PBZ pode reduzir o alongamento do 

caule função da inibição da biossíntese de ácido giberélico (Rademacher, 
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2000), inibir a síntese de clorofila (Still e Pill, 2004) e modificar a partição de 

fotoassimilados (Tekalign e Hammes, 2005). Dependendo da espécie vegetal e 

da concentração aplicada, o PBZ pode, também, induzir modificações 

anatômicas na raiz (Tsegaw et al., 2005).  

Apesar de vários trabalhos terem demonstrado a importância da 

membrana plasmática e da sua composição lipídica e, ou da produção e, ou 

exsudação de ácidos orgânicos para a solução de cultivo como fatores 

fundamentais na tolerância diferencial das plantas ao Al, ainda não se conhece 

o modo como esses fatores se relacionam em espécies de valor econômico 

como o milho, principalmente em genótipos nacionais. Como o PBZ interfere na 

biossíntese de esteróis e na tolerância ao Al, a presente pesquisa, portanto, 

teve como objetivo investigar as possíveis interrelações entre Al e PBZ e suas 

consequências sobre a composição lipídica, especialmente em esteróis, a 

atividade de H+-ATPase e a exsudação de ácidos orgânicos em ápices 

radiculares de plântulas de dois genótipos de milho com tolerância diferencial 

ao Al. 

 

 

2. OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo do trabalho foi verificar a influência do Al e do PBZ sobre a 

composição de ∆5-esteróis, a atividade da H+-ATPase da membrana plasmática 

em ápices radiculares e a produção e exsudação de ácidos orgânicos em dois 

genótipos de milho com tolerância diferencial ao Al: UFVM-100 (sensível) e 

UFVM-200 (tolerante), na expectativa de contribuir para o esclarecimento dos 

mecanismos de tolerância ao Al. 
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2.1. Objetivos específicos 
 

Os objetivos específicos foram avaliar os efeitos do Al isoladamente e, 

ou combinado com o PBZ sobre o (a): 

1) Crescimento da raiz principal; 

2) Localização histoquímica do Al em ápices radiculares; 

3) Composição de ∆5-esteróis em ápices radiculares; 

4) Extravasamento de eletrólitos; 

5) Produção/acúmulo de ácidos orgânicos em ápices radiculares e exsudação 

para a solução externa; 

6) Atividade da bomba de prótons (H+-ATPase) em frações purificadas da 

membrana plasmática, isoladas de ápices radiculares; 

7) Efluxo de prótons. 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1 Obtenção do material vegetal e condições de crescimento 
 

Nos experimentos foram utilizados dois genótipos de milho (Zea mays 

L.) com tolerância diferencial ao Al: UFVM-100 e UFVM-200, considerados 

sensível e tolerante ao Al, respectivamente, fornecidos pelo Departamento de 

Fitotecnia da Universidade Federal de Viçosa, MG.  

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

com ácido sulfúrico 70% (v/v) durante 1 minuto para acelerar a germinação e 

lavadas em água desmineralizada. Em seguida, as sementes foram 

desinfestadas superficialmente com hipoclorito de sódio 3% (v/v) por 15 

minutos, sendo lavadas, novamente, em água desmineralizada. As sementes 

foram, então, colocadas para germinar em cartuchos de papel “germiteste”, pH 
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neutro, mergulhados em solução de CaCl2 0,5 mM, pH 4,0, em câmara úmida a 

25 ºC. Cinco dias após a semeadura, as plântulas foram selecionadas, quanto 

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

polietileno contendo solução de CaCl2 0,5 mM, pH 4,0, e submetidas aos 

tratamentos. O cultivo das plantas, tanto na fase preliminar quanto durante a 

aplicação dos tratamentos, foi realizado em sala de crescimento com 

temperatura controlada (25 ± 1 ºC), sob irradiância de 230 µmol m-2 s-1 e 

fotoperíodo de 16 horas. 

 

3.2 Efeito de diferentes concentrações de paclobutrazol sobre o 

alongamento radicular  

 

 Nos experimentos, foi utilizado o PBZ [(2RS,3RS)-1-(4-clorofenil)-4, 4-

dimetil-2-(1,2,4- triazol)-3-pentanol] (Fig. 2), da marca GAMASOLUB. Para o 

preparo do PBZ (0,6; 1,2 e 1,8 µM), o mesmo foi dissolvido em água morna 

desmineralizada, sob agitação constante.  

 
Figura 2 – Estrutura química do 2RS, 3RS-Paclobutrazol. 

 

Plântulas dos dois genótipos de milho obtidas e selecionadas conforme 

item 3.1 foram transferidas, em número de quatro para vasos de polietileno 

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

tratamentos com paclobutrazol nas concentrações: 0, 0,6, 1,2 e 1,8 µM, 

durante 24 h. O comprimento da raiz principal foi mensurado imediatamente 

antes e após o tratamento das plântulas e o resultado expresso na forma de 

alongamento relativo (%controle).  
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3.3 Determinação dos efeitos do alumínio e do paclobutrazol sobre o 

alongamento radicular  

 

Visando minimizar as diferenças entre os dois genótipos, a concentração 

de PBZ 0,6 µM foi utilizada nos estudos subsequentes.  

Plântulas dos dois genótipos de milho obtidas e selecionadas conforme 

item 3.1 foram transferidas, em número de quatro para vasos de polietileno 

contendo 1,2 L de solução de CaCl2 0,5 mM, pH 4,0, e submetidas por 24 

horas aos seguintes tratamentos: controle (CaCl2 0,5 mM, pH 4,0), controle + 

paclobutrazol 0,6 µM, controle + AlCl3 50 µM, controle + paclobutrazol 0,6 µM + 

AlCl3 50 µM. O alongamento radicular relativo foi avaliado conforme descrito no 

item 3.2. 

 

3.4 Determinação dos teores de alumínio em ápices radiculares  

 

Ápices radiculares de aproximadamente 1 cm, pesando cerca de 0,2 g 

de massa fresca, removidos de plântulas que receberam os tratamentos 

descritos no item 3.3, foram incubados em 4 mL de solução de HCl 2 M por 48 

horas (Wang e Yang, 2005). As amostras foram filtradas e o teor de Al no 

extrato foi, então, determinado por espectrofotometria óptica com plasma 

indutivamente acoplado – ICP-OES, no comprimento de onda 394,401 nm. As 

concentrações foram estimadas com base em curva de calibração. 

 

3.5 Localização histoquímica do alumínio nas raízes 

 

 Após exposição aos tratamentos durante 24 h (item 3.3), foram 

selecionadas, aleatoriamente, seis plântulas, cujas raízes foram mergulhadas 

em solução de hematoxilina férrica 0,2% (m/v) em KIO3 0,02% (m/v), durante 

15 minutos (Polle et al., 1978). As raízes foram, então, lavadas em água 
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desmineralizada, sob aeração, por 15 minutos, secas em papel absorvente e 

analisadas e fotografadas em estereomicroscópio (Zeiss Stemi, modelo DV4). 

 

3.6. Determinação do efeito do alumínio e do paclobutrazol sobre a 

composição de esteróis 

 

Plântulas dos dois genótipos de milho, expostas aos tratamentos 

conforme descrito no item 3.3, durante 24 h, tiveram os ápices radiculares 

removidos (aproximadamente 1 cm), perfazendo 1,0 g de massa fresca, os 

quais foram armazenados em ultrafreezer a –70ºC até o momento das 

análises.  

 

3.6.1. Extração e quantificação dos Δ5-esteróis 

 

A extração de Δ5-esteróis foi realizada conforme descrito por Toivo et al., 

(2001) com pequenas modificações. As amostras de 1 g de ápices radiculares 

foram homogeneizadas em nitrogênio líquido. Em seguida, adicionou-se 2 mL 

de etanol absoluto contendo 50 µg de α-colestano (padrão interno), 

completando-se a homogeneização. O homogeneizado foi transferido para tubo 

de ensaio, contendo 5 mL de HCl 6 N, agitou-se por 1 min e incubou-se em 

banho-maria a 80ºC, por 1 h, sob agitação constante. Decorrido este tempo e 

com o tubo já resfriado, adicionou-se 5 mL de etanol absoluto, seguido de 

agitação mecânica, adição de 10 mL da mistura hexano-éter dietílico (1:1; v/v) 

e nova agitação por 10 min. Uma alíquota de 7 mL da fase orgânica superior foi 

removida e evaporada até secura a 40ºC sob jato de nitrogênio. A fase 

orgânica foi redissolvida em 8 mL de pirogalol 3% (p/v) em etanol absoluto, 

adicionou-se 0,5 mL de KOH 1,3% (w/v) e incubou-se em banho-maria, sob 

agitação, a 80ºC, por 10 min. Com o tubo já frio, adicionou-se 10 mL de 

ciclohexano e 6 mL de água desmineralizada agitando-se bem e centrifugando-

se em seguida a 1000 xg por 10 minutos. Após a centrifugação, foram 

removidas alíquotas de 8 mL da fase orgânica as quais foram evaporadas até 

secura a 40ºC, sob jato de nitrogênio. Em seguida foram adicionados 100 µL 
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de piridina, 100 µL de BSTFA (N,O-bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida) – TMCS 

(trimetilclorosilano) (99:1) e 300 µL de DCM (diclorometano).   

Os Δ5-esteróis foram determinados injetando-se 1,0 µL de amostra em 

cromatógrafo a gás, Shimadzu (Tóquio, Japão), modelo GC2014, equipado 

com detector de ionização de chama. Na separação cromatográfica foi utilizada 

coluna capilar Rtx-5 (5% difenil / 95 % dimetil polisiloxano) (Restek), de 30 m 

de comprimento e 0,25 mm de diâmetro interno. As temperaturas do injetor, da 

coluna (isotérmica) e detector foram: 305, 300 e 305°C, respectivamente. 

Nitrogênio ultra puro foi utilizado como gás de arraste, na velocidade linear de 

31,2 cm/s, fluxo total de 20,1 mL/min e razão de “split” de 1:18. As 

concentrações dos Δ5-esteróis nas amostras foram estimadas por comparação 

com padrões autênticos Sigma-Aldrich e expressas em µmol g-1 MF de ápices 

radiculares. 

 

3.7 Determinação do efeito do alumínio e do paclobutrazol sobre o 

extravasamento de eletrólitos pela membrana plasmática 

 

Amostras de 0,2 g de ápices radiculares, de aproximadamente 1 cm, 

removidos de plântulas dos dois genótipos de milho, após exposição por 24 

horas aos tratamentos, conforme descritos no item 3.3, foram lavadas cinco 

vezes em água desmineralizada e, imersos em 10 mL de água 

desmineralizada, em tubos com tampa rosqueada, onde permaneceram por 6 h 

à temperatura ambiente. A condutividade da solução externa foi, então, medida 

com condutivímetro Digimed, modelo DM31 (Santo Amaro, Brasil), 

representando o extravasamento inicial de eletrólitos. Em seguida, os tubos 

foram incubados à temperatura de 90 ºC, por 2 h. Após o resfriamento, a 

condutividade da solução externa foi novamente medida, representando o 

extravasamento total de eletrólitos. O extravasamento relativo de eletrólitos, 

estimado pela razão entre o extravasamento inicial e total, foi expresso na base 

percentual em relação ao extravasamento inicial. 
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3.8 Determinação do efeito do alumínio e do paclobutrazol sobre os 
teores de ácidos orgânicos em ápices radiculares e sobre a exsudação de 
ácidos orgânicos para a solução externa  

 

Plântulas dos dois genótipos de milho, obtidas e selecionadas conforme 

item 3.1 foram transferidas em número de dez para vasos de polietileno 

contendo 250 mL de solução de CaCl2 0,5 mM, pH 4,0, e submetidas aos 

tratamentos conforme item 3.3. No início (tempo zero) e no final do tratamento 

(24 h após) as plantas foram removidas e lavadas sucessivamente em HCl 0,1 

N, em água corrente e desmineralizada. As raízes foram, então, fragmentadas 

e tratadas com 30 mL de etanol 80 % (v/v) fervente e, em seguida, 

armazenadas em freezer a -20ºC, até o momento das análises químicas. As 

soluções de cultivo foram coletadas, liofilizadas e, posteriormente, retomadas 

em 3 mL de água desmineralizada, congeladas e armazenadas em freezer a -

20ºC. 

As amostras vegetais, após descongelamento e homogeneização no 

próprio solvente de armazenamento (etanol 80%), passaram por um processo 

de remoção de lipídios e pigmentos (Cambraia et al., 1983). Então, os extratos 

foram liofilizados e retomados em 3 mL de etanol 80%. Os extratos vegetais e 

as soluções de cultivo tiveram o pH ajustado para 3, sendo em seguida, 

aplicados em coluna trocadora de cátions (Dowex AG50-WX8, 200-400 mesh, 

na forma H+). Os eluatos foram aplicados em coluna trocadora de ânions 

(Dowex AG1-X8, 200-400 mesh, na forma de formato) (Cambraia et al., 1983). 

Nessa coluna, os ácidos orgânicos foram eluídos “em massa” com 20 mL de 

ácido fórmico 2 M. Os eluatos foram novamente liofilizados, retomados em 3 

mL de etanol absoluto e receberam uma quantidade conhecida de ácido 

tartárico (0,666 µmol), que foi utilizado como padrão interno. Após evaporação 

até secura, os ácidos orgânicos foram transformados em derivados 

trimetilsililados por reação com 100 µL de piridina e 100 µL de bis (trimetilsilil) 

trifluoroacetamida (BSTFA), durante 30 min à 50ºC, sendo o volume 

completado para 0,5 mL com diclorometano (Jham et al., 2002).  

 



14 
 

Os ácidos orgânicos dos extratos de ápices radiculares ou das soluções 

de cultivo foram separados e quantificados por cromatografia em fase gasosa. 

Para isso, injetou-se 1 µL de amostra em cromatógrafo a gás, Shimadzu 

(Tóquio, Japão), modelo GC2014, equipado com detector de ionização de 

chama. Na separação cromatográfica foi utilizada coluna capilar Rtx-1 (100 % 

dimetil polisiloxano) (Restek) com 30 m de comprimento e 0,25 mm de 

diâmetro interno. A temperatura inicial da coluna foi de 100 ºC (durante 2 min), 

aumentando 10ºC/min até atingir a temperatura final de 250ºC. As 

temperaturas do injetor e do detector foram ajustadas para 300ºC. Nitrogênio 

ultra puro foi utilizado como gás de arraste, na velocidade linear de 31,2 cm/s, 

fluxo total de 10,2 mL/min e razão de “split” de 1:10.  

As concentrações dos ácidos orgânicos nas amostras foram estimadas 

por comparação com padrões autênticos Sigma-Aldrich.   

 

3.9 Determinação do efeito do alumínio e do paclobutrazol sobre a 

atividade da H+-ATPase em frações purificadas de membrana plasmática  

 

Plântulas dos dois genótipos de milho, obtidas e selecionadas conforme 

item 3.1, após cinco dias da semeadura, foram transferidas em número de 160, 

para bandejas de polietileno contendo 13 L de solução de CaCl2 0,5 M, pH 4,0, 

e submetidas aos tratamentos conforme descrito no item 3.3 durante 24 h. 

Decorrido esse tempo, as raízes foram lavadas em água desmineralizada e 

secas em papel toalha para retirar o excesso de água da superfície das raízes. 

Amostras de 1 g de ápices radiculares (aproximadamente 1 cm) foram 

removidos e armazenados em ultrafreezer a –70ºC, até o momento do 

isolamento e purificação da fração de membranas plasmática. 
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3.9.1. Isolamento e purificação de membranas plasmática de ápices 
radiculares 
 

 Amostras de pontas de raízes (aproximadamente 1 cm) com 1 g de 

massa fresca, foram trituradas em almofariz de porcelana na presença de meio 

de homogeneização constituído de sacarose 250 mM, EDTA 2 mM e ditiotreitol 

1 mM em tampão de Tris-HCl 10 mM, pH 7,5, na proporção de 6 mL/g de 

matéria fresca. O macerado foi filtrado através de quatro camadas de gaze e, 

posteriormente, centrifugado a 10.000 xg por 10 min, descartando-se o 

precipitado. O sobrenadante foi novamente centrifugado a 30.000 xg por 1 h, 

coletando-se, em seguida, o precipitado. O resíduo foi ressuspenso em 2,5 mL 

de meio de preparação constituído de sacarose 330 mM e KCl 3 mM em 

tampão de fosfato de potássio 5 mM, pH 7,8, originando a fração microssomal. 

Em seguida, 2,33 mL dessa fração foram adicionados a 7 g de um sistema 

aquoso de duas fases de polímeros preparado conforme Larsson et al. (1987) 

para ter a seguinte concentração final: Dextran T-500 6,2% (p/p), polietileno 

glicol (PEG-3350) 6,2% (p/p), sacarose 330 mM e KCl 3 mM em tampão de 

fosfato de potássio 5 mM, pH 7,8. O sistema foi misturado com 20 inversões do 

tubo e, em seguida, centrifugado a 1.500 xg por 5 min em rotor do tipo “balde-

oscilante”. Aproximadamente 90% da fase superior (S1) foi, cuidadosamente 

removida e adicionada a 4 mL de fase inferior (Larsson et al., 1987), misturada 

com 20 inversões do tubo e, em seguida, centrifugado a 1.500 xg por 5 min em 

rotor do tipo “balde-oscilante”. O esquema foi repetido por mais uma vez, 

obtendo-se a fase superior final S3. À fase inferior da 1ª separação (que ainda 

continha cerca de 10% de membrana plasmática) adicionou-se 4 mL de fase 

superior (Larsson et al., 1987), misturou-se com 20 inversões do tubo e 

centrifugou-se  a 1.500 xg por 5 min em rotor do tipo “balde-oscilante”. 

Aproximadamente 90% da fase superior (S4) foi removida e misturada com a 

fase S3. Adicionou-se 20 mL de solução de sacarose 330 mM em tampão de 

fosfato de potássio 5 mM, pH 7,8 e o sistema foi centrifugado a 75.000 xg 

durante 1 h. O resíduo obtido foi ressuspenso em 1,0 mL de uma solução 

constituída de glicerol 20% (v/v), EDTA 2 mM, PMSF 1 mM, DTT 2 mM  em 

tampão BTP-MES 5 mM, pH 6,5, congelado imediatamente em nitrogênio 

líquido e armazenado a -70°C até o momento da determinação da atividade da 

H+- ATPase.  
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3.9.2. Determinação da atividade da H+-ATPase 

 

A atividade da H+-ATPase foi determinada pelo método proposto por 

Sorgonà et al. (2011), com pequenas modificações. A 0,8 mL do meio de 

reação constituído de BTP–MES (pH 6.5) 50 mM, MgSO4 5 mM, ATP 5 mM, 

Na2MoO4 0,6 mM, KNO3 100 mM, NaN3 1,5 mM e Triton X-100 0,02% (v/v),  

com ou sem vanadato 100 µM, adicionou-se 0,1 mL da suspenção da fração 

isolada de membranas plasmáticas. O sistema foi agitado suavemente e 

deixado em banho de gelo por 10 min. Os tubos foram, então, transferidos para 

banho-maria a 38°C por 1 min. A reação iniciou-se pela adição de 0,1 mL de 

ATP 50 mM. Após 30 min paralisou-se a reação pela adição de 2,0 mL de uma 

solução constituída de triton X-100 3%, ácido ascórbico 3% e molibdato de 

amônio 0,5% em H2SO4 0,6 M. Após 10 min foi lida a absorvância a 705 nm. A 

quantidade de Pi foi determinada com base em curva de calibração. A atividade 

da H+-ATPase foi estimada pela porção da atividade total inibida por vanadato 

100 µM e expressa em (nmol Pi/h/µg de proteína).  

 

3.9.3. Avaliação “in vivo” do efluxo de prótons 

 

A avaliação in vivo do efluxo de prótons foi realizada conforme descrito 

por França et al., (2006), com pequenas modificações. As plântulas dos dois 

genótipos de milho, após exposição aos tratamentos conforme descrito no item 

3.3, tiveram suas raízes lavadas em água desmineralizada e foram transferidas 

para vasos de polietileno contendo 250 mL de solução de CaCl2 0,5 mM, pH 

6,0. Após 24 horas, o experimento foi encerrado. As plântulas foram retiradas 

e, após vigorosa homogeneização das soluções, o pH foi determinado. A 

quantidade de prótons livres exsudados para a solução externa de cultivo foi 

estimada pela fórmula: pH = -log[H+] e expressa em μmol H+ vaso-1. 
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3.10 Delineamento experimental e análise estatística  

 

O delineamento experimental utilizado em todos os experimentos foi o de 

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

avaliação do efeito do paclobutrazol (PBZ) sobre o alongamento radicular 

utilizou-se esquema fatorial (2x4): dois genótipos de milho (UFVM-100 e 

UFVM-200) e quatro concentrações de PBZ (0; 0,6; 1,2 e 1,8 µM). Para o 

restante dos experimentos utilizou-se esquema fatorial (2x2x2): dois genótipos 

de milho (UFVM-100 e UFVM-200), duas concentrações de Al (0 e 50 µM) e 

duas concentrações de PBZ (0 e 0,6 µM). Os resultados foram submetidos à 

análise de variância (ANOVA). As médias foram comparadas pelo 

agrupamento Newman-Keuls a 5% de probabilidade e os fatores quantitativos 

analisados por análises de regressão. Todas as análises foram realizadas com 

o auxílio do programa Sisvar (Ferreira,1999).  
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Efeitos do alumínio e do paclobutrazol sobre o alongamento radicular  

 

As raízes das plântulas dos dois genótipos de milho expostas ao 

tratamento com Al apresentaram aspecto quebradiço na região dos ápices 

radiculares, com lesões causadas pelo rompimento de parte da epiderme e 

pelo rasgamento de células da região mais externa do meristema fundamental, 

similar aos resultados encontrados por Souza (2012), sintomas esses que se 

intensificaram em resposta ao tratamento conjunto com o paclobutrazol (PBZ). 

Ocorreu, também, redução no volume do sistema radicular e inibição no 

desenvolvimento de pelos radiculares e de ramificações laterais.  

 O paclobutrazol, aplicado isoladamente, reduziu linearmente o 

alongamento da raiz principal nos dois genótipos (Fig.3). O genótipo UFVM-100 

sofreu redução ligeiramente menor do alongamento radicular relativo em 

comparação ao UFVM-200. Após 24 horas de exposição das plantas, na 

concentração mais elevada de paclobutrazol, os alongamentos radiculares 

relativos dos genótipos UFVM-100 e UFVM-200 foram: 86,7 e 81,8%, 

respectivamente. Optou-se pelo uso de paclobutrazol na concentração de 0,6 

µM nos demais experimentos uma vez que, nessa concentração, as diferenças 

entre os genótipos foi menor que 1%. 

 
Figura 3 – Efeito de concentrações crescentes de paclobutrazol sobre o alongamento radicular 
relativo em dois genótipos de milho, após 24 horas de tratamento.  
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 Na ausência de Al, o tratamento com paclobutrazol na concentração de 

0,6 µM não resultou em diferença estatística no alongamento radicular relativo 

nos dois genótipos de milho em relação às plantas-controle (-Al e –PBZ) (Fig. 

4). O tratamento com Al, no entanto, reduziu o alongamento radicular em 40,4 

e 21,2% no genótipo UFVM-100 e UFVM-200, respectivamente. Após 

tratamento com Al, o alongamento radicular no genótipo UFVM-200 passou a 

ser cerca de 32% mais elevado do que no UFVM-100. No tratamento conjunto 

de Al + PBZ observou-se redução adicional no alongamento radicular apenas 

no genótipo UFVM-200, que passou a não diferir estatisticamente do genótipo 

UFVM-100.   

 

 
Figura 4 – Alongamento radicular relativo em dois genótipos de milho, após 24 
horas de tratamento com alumínio 50 µM (+Al) e do paclobutrazol 0,6 µM 
(+PBZ) ou a combinação Al + PBZ.  
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula entre genótipos dentro do mesmo nível de 
alumínio e de paclobutrazol e pela mesma letra minúscula entre níveis de Al dentro do mesmo 
nível de paclobutrazol e genótipo e pela mesma letra grega entre níveis de paclobutrazol dentro 
do mesmo nível de Al e genótipo não diferem significativamente pelo teste de Newman-Keuls 
ao nível de 5% de probabilidade. 
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4.2 Teores de alumínio nos ápices radiculares 

 

 Na ausência de Al e, também, na ou ausência/presença de 

paclobutrazol, não foram observadas diferenças significativas em relação aos 

teores de Al entre os genótipos de milho, após 24 h de tratamento (Fig. 5). Os 

tratamentos das plantas com Al ou com Al + PBZ, resultaram em aumentos 

significativos nos teores de Al nos ápices radiculares dos dois genótipos de 

milho. Na ausência de paclobutrazol, o tratamento com Al resultou em aumento 

significativo nos teores de Al nos ápices radiculares, sendo que o genótipo 

UFVM-100 apresentou teor de Al cerca de 22% mais elevado do que o 

verificado nos ápices radiculares do genótipo UFVM-200. No tratamento 

combinado de Al + PBZ, os teores de Al nos ápices radiculares, em 

comparação ao tratamento contendo apenas Al, aumentaram cerca de 12% 

apenas no genótipo UFVM-200. Mesmo assim, o teor de Al no genótipo UFVM-

100 ainda se manteve significativamente maior, cerca de 9%, do que no UFVM-

200.  

 

Figura 5 – Teores de alumínio em ápices radiculares de plantas de dois 
genótipos de milho expostas ao alumínio 50 µM e paclobutrazol (PBZ) 0,6 µM, 
após 24 horas de tratamento.  
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula entre genótipos dentro do mesmo nível de 
alumínio e de paclobutrazol e pela mesma letra minúscula entre níveis de Al dentro do mesmo 
nível de paclobutrazol e genótipo e pela mesma letra grega entre níveis de paclobutrazol dentro 
do mesmo nível de Al e genótipo não diferem significativamente pelo teste de Newman-Keuls 
ao nível de 5% de probabilidade. 
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4.3 Acúmulo e localização do alumínio em ápices radiculares pela técnica 

da hematoxilina 

 

As pontas de raízes principais das plântulas dos dois genótipos, após 

tratamento com Al ou com a combinação de Al + PBZ, apresentaram coloração 

arroxeada escura, característica da reação da hematoxilina com o Al (Fig. 6). 

Essa coloração ocorreu ao longo das pontas das raízes das plântulas tratadas 

com o Al, isto é, nas regiões meristemáticas e de alongamento, mas com maior 

intensidade nos ápices radiculares (cerca de 2 mm a partir da ponta da raiz). O 

tratamento combinado Al + PBZ resultou em intensificação na coloração da 

hematoxilina, resultante do maior acúmulo de Al somente no genótipo UFVM-

200. As raízes das plantas-controle ou tratadas apenas com PBZ não 

apresentaram a coloração típica da reação do Al com a hematoxilina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Acúmulo de alumínio nas pontas da raiz principal de dois genótipos 
de milho, UFVM-100 e UFVM-200, revelado pela técnica da coloração com 
hematoxilina, após 24 h de exposição aos tratamentos com Al 50 µM (+Al), 
paclobutrazol 0,6 µM (+PBZ) ou a combinação Al + PBZ; Controle (Cont.); 
(N=5). 
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4.4 Efeitos do alumínio e do paclobutrazol sobre os teores de esteróis em 

ápices radiculares 

 

Nas pontas das raízes dos dois genótipos de milho foram detectados, 

identificados e quantificados apenas três ∆5-esteróis: campesterol, 

estigmasterol e-sitosterol (Figura 7A e 7B), cujas concentrações variaram de 

0,26 a 0,36, 0,09 a 0,13 e 0,08 a 0,13 µmol g-1 de matéria fresca, 

respectivamente (Figura 8). 

Na ausência de Al, observou-se diferença significativa entre os 

tratamentos com PBZ e entre os genótipos quanto aos teores de campesterol e 

estigmasterol nos ápices radiculares (Fig. 8A e 8B). A resposta das plantas 

quanto aos teores desses dois esteróis foi essencialmente similar. Nos 

tratamentos controle (-Al e –PBZ), as concentrações de campesterol e 

estigmasterol nos ápices radiculares do genótipo UFVM-100 foram cerca de 18 

e 8% maiores do que no genótipo UFVM-200, embora essa diferença tenha 

sido significativa apenas para o campesterol (Fig. 8A e 8B). O tratamento com 

PBZ causou redução de cerca de 31 e 38% na concentração de campesterol e 

estigmasterol, respectivamente, mas apenas no genótipo UFVM-100. Nessa 

condição, as concentrações de campesterol e estigmasterol, no genótipo 

UFVM-200, ficaram cerca de 22% mais elevada que no genótipo UFVM-100 

(Fig. 8A e 8B).  

Na presença de Al, isoladamente, houve redução de cerca de 31% na 

concentração de campesterol apenas no genótipo UFVM-100, enquanto a 

concentração de estigmasterol sofreu redução de cerca de 38 e 25% nos 

genótipos UFVM-100 e UFVM-200, respectivamente. A ação combinada do Al 

+ PBZ causou redução na concentração de campesterol e de estigmasterol em 

relação ao tratamento com Al isoladamente apenas no genótipo UFVM-200, 

passando os dois genótipos a apresentarem essencialmente, a mesma 

concentração desses dois esteróis. 

Não houve diferença significativa entre os genótipos para o -sitosterol 

na ausência de Al (Fig. 8C). O tratamento das plantas com paclobutrazol 

resultou em redução média de 22% na concentração de β-sitosterol em relação 

aos seus controles (Fig. 8C). Nenhuma diferença significativa entre os 

genótipos foi observada. Na presença de Al, isoladamente, observou-se 

redução na concentração de -sitosterol nos dois genótipos de milho, mas com 
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maior intensidade no genótipo UFVM-100, que passou a ter uma concentração 

cerca de 12,5% inferior à do genótipo UFVM-200. A adição combinada de Al + 

PBZ reduziu a concentração de -sitosterol apenas no genótipo UFVM-200, 

eliminando a diferença entre os genótipos 

As plantas-controle dos dois genótipos de milho apresentaram 

essencialmente a mesma concentração de ∆5- esteróis totais (0,58 µmol g-1 MF 

de ápices radiculares) (Fig. 8D). O tratamento das plantas com PBZ resultou 

em redução de aproximadamente 18% nos teores totais de ∆5- esteróis, 

embora não tenha sido detectada diferença significativa entre os genótipos.  

Na presença de Al, isoladamente, também se observou diminuição no 

teor total de ∆5-esterol em cerca de 24 e 12% nos genótipos UFVM-100 e 

UFVM-200, respectivamente. Nessa condição, o genótipo UFVM-200 

apresentou um teor total de ∆5- esteróis cerca de 16 % mais elevado do que o 

genótipo UFVM-100. A adição de PBZ às plantas tratadas com Al reduziu o 

teor total de ∆5- esteróis em cerca de 15% apenas no genótipo UFVM-200, 

eliminando as diferenças entre os dois genótipos. A combinação Al + PBZ 

resultou numa redução média de 33% nos teores de ∆5- esteróis nos ápices 

radiculares dos dois genótipos de milho, comparativamente ao controle (- Al e – 

PBZ). 
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Figura 7A - Perfil cromatográfico da análise de ∆5-esterois em raízes do genótipo de milho, UFVM-100, após 24 h de tratamento: Al 50 µM; 

PZB 0,6 µM. ∆5-esterois encontrados: 1 – colestano (padrão interno); 2 – campesterol; 3 – estigmasterol e 4 – -sitosterol.  
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Figura 7B - Perfil cromatográfico da análise de ∆5-esterois em raízes do genótipo de milho, UFVM-200, após 24 h de tratamento: Al 50 µM; 

PZB 0,6 µM. ∆5-esterois encontrados: 1 – colestano (padrão interno); 2 – campesterol; 3 – estigmasterol e 4 – -sitosterol.  
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Figura 8 - Teores de ∆5-esteróis em ápices radiculares de dois genótipos de milho, após 24 horas de tratamento com alumínio 50 µM (+Al), paclobutrazol 
0,6 µM (+PBZ) ou a combinação Al + PBZ.  
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula entre genótipos dentro do mesmo nível de alumínio e de paclobutrazol e pela mesma letra minúscula entre níveis de Al 
dentro do mesmo nível de paclobutrazol e genótipo e pela mesma letra grega entre níveis de paclobutrazol dentro do mesmo nível de Al e genótipo não diferem 
significativamente pelo teste de Newman-Keuls ao nível de 5% de probabilidade. 
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4.5 Efeitos do alumínio e do paclobutrazol sobre o extravasamento de 

eletrólitos totais  

 

 As plantas-controle (-Al e – PBZ) apresentaram extravasamento médio de 

cerca de 24% dos eletrólitos totais (Fig. 9). A aplicação de PBZ resultou em aumento 

médio de 33% no extravasamento de eletrólitos nos dois genótipos em relação aos 

seus controles, que não diferiram estatisticamente entre si. 

Na presença de Al, observou-se um aumento no extravasamento de 

eletrólitos de aproximadamente 86% em relação ao controle, mas apenas no 

genótipo UFVM-100. Nessa condição, esse genótipo chegou a apresentar um 

extravasamento de eletrólitos 95% superior ao do genótipo UFVM-200. A aplicação 

de PBZ às plantas tratadas com Al resultou em redução de cerca de 12% no 

extravasamento de eletrólitos no genótipo UFVM-100, mas aumento no genótipo 

UFVM-200 de cerca de 22%. Apesar disso, entretanto, o genótipo UFVM-100 ainda 

apresentou uma porcentagem de extravasamento de eletrólitos cerca de 40% 

superior à do genótipo UFVM-200. 

 

 
Figura 9 – Extravasamento de eletrólitos de ápices radiculares de dois genótipos de 
milho, após 24 horas de tratamento com alumínio 50 µM (+Al), paclobutrazol 0,6 µM 
(+PBZ) ou a combinação Al + PBZ.  
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula entre genótipos dentro do mesmo nível de alumínio e 
de paclobutrazol e pela mesma letra minúscula entre níveis de Al dentro do mesmo nível de 
paclobutrazol e genótipo e pela mesma letra grega entre níveis de paclobutrazol dentro do mesmo 
nível de Al e genótipo não diferem significativamente pelo teste de Newman-Keuls ao nível de 5% de 
probabilidade. 
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4.6 Efeito do alumínio e do paclobutrazol sobre os teores de ácidos orgânicos 

em ápices radiculares e sobre a exsudação desses ácidos para a solução de 

cultivo 

 

 Nos ápices radiculares dos dois genótipos de milho foram identificados os 

ácidos succínico, fumárico, málico, tartárico, t-aconítico e cítrico (Fig. 10A e 10B). 

Também foi encontrado, um pico bastante evidente no tempo de retenção (tR) 8,498 

min. Porém não foi compatível com o tR de nenhum dos ácidos orgânicos utilizados 

como referência na análise cromatográfica (oxálico, malônico, maleico, succínico, 

fumárico, glutárico, málico, oxalacético, ceto-glutárico, tartárico, t-aconítico e cítrico). 

Esse composto desconhecido não variou significativamente sua concentração com 

os tratamentos e nem entre os genótipos. 

As raízes dos dois genótipos exsudaram para a solução de cultivo os ácidos 

succínico, málico, tartárico e cítrico (Fig. 11A e 11B). Os dois ácidos orgânicos 

encontrados em maiores concentrações e que sofreram modificações significativas 

com os tratamentos aplicados foram o ácido cítrico e o málico.  

 Na ausência de Al ou de PBZ, o genótipo UFVM-200 apresentou um teor de 

ácido cítrico nos ápices radiculares cerca de 48% mais elevado do que o genótipo 

UFVM-100 (Fig. 12). O tratamento com paclobutrazol isoladamente reduziu o teor de 

ácido cítrico em cerca 16% apenas no genótipo UFVM-200, mas mesmo assim esse 

genótipo manteve um teor desse ácido orgânico cerca de 28% superior ao do 

genótipo UFVM-100. O tratamento com Al, isoladamente, resultou em redução no 

teor de ácido cítrico apenas no genótipo UFVM-200, passando os dois genótipos a 

terem essencialmente o mesmo teor deste ácido orgânico. O tratamento das plantas 

com a combinação Al + PBZ resultou em aumento aproximado de 21% no teor de 

ácido cítrico nos ápices radiculares em relação ao tratamento apenas com Al nos 

dois genótipos, que não diferiram entre si. 

O teor de ácido málico nos ápices radiculares nas plantas-controle (-Al e – 

PBZ) não se modificou com o tratamento com PBZ isoladamente e os dois genótipos 

não diferiram estatisticamente entre si, tanto na ausência como na presença deste 

retardante de crescimento (Fig. 13). Na presença de Al, observou-se aumento no 

teor de ácido málico em cerca de 53 e 21% nos genótipos UFVM-100 e UFVM-200, 

respectivamente. Nesta condição, o genótipo UFVM-100 apresentou um teor de 

ácido málico cerca de 14% mais elevado do que o UFVM-200. O tratamento 
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simultâneo de Al + PBZ resultou em aumento no teor de ácido málico apenas no 

genótipo UFVM-200, eliminando as diferenças genotípicas, passando os dois 

genótipos a apresentar o mesmo teor deste ácido.  

As raízes das plantas-controle (-Al e – PBZ) ou daquelas tratadas apenas 

com PBZ exsudaram para a solução de cultivo apenas 21 nmol de ácido cítrico por g 

de matéria fresca e não foram observadas diferenças estatísticas entre os genótipos 

(Fig. 14). Após exposição ao Al, as raízes das plantas dos genótipos UFVM-100 e 

UFVM-200 passaram a exsudar 3,8 e 8,2 vezes mais ácido cítrico do que as plantas 

controle. A adição de paclobutrazol ao tratamento com Al, reduziu as quantidades de 

ácido cítrico exsudado em cerca de 38,5 e 44,8% nos genótipos UFVM-100 e 

UFVM-200, respectivamente, em relação ao tratamento com apenas Al. Nesta 

condição, mesmo com maior redução na quantidade exsudada pelo genótipo UFVM-

200, esse genótipo exsudou 90% mais ácido cítrico do que o genótipo UFVM-100.  
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Figura 10-A - Perfil cromatográfico da análise de ácidos orgânicos em raízes do genótipo de milho, UFVM-100, após 24 h de tratamento: Al 

50 µM; PZB 0,6 µM. ácidos encontrados: 1 – não-identificado; 2 – succínico; 3 – fumárico; 4 – málico; 5 – tartárico (padrão interno); 6 – t-

aconítico e 7 – cítrico.  
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Figura 10-B - Perfil cromatográfico da análise de ácidos orgânicos em raízes do genótipo de milho, UFVM-200, após 24 h de tratamento: Al 

50 µM; PZB 0,6 µM. ácidos encontrados: 1 – não-identificado; 2 – succínico; 3 – fumárico; 4 – málico; 5 – tartárico (padrão interno); 6 – t-

aconítico e 7 – cítrico.  
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Figura 11-A - Perfil cromatográfico da análise de ácidos orgânicos exsudados pelo genótipo de milho, UFVM-100, após 24 h de tratamento: 

Al 50 µM; PZB 0,6 µM. ácidos encontrados: 1 – succínico; 2 – não-identificado; 3 – málico; 4 – tartárico (padrão interno); 5 – cítrico.  
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Figura 11-B - Perfil cromatográfico da análise de ácidos orgânicos exsudados pelo genótipo de milho, UFVM-200, após 24 h de tratamento: 

Al 50 µM; PZB 0,6 µM. ácidos encontrados: 1 – succínico; 2 – não-identificado; 3 – málico; 4 – tartárico (padrão interno); 5 – cítrico.  
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Figura 12 – Teor de ácido cítrico em ápices radiculares de dois genótipos de milho, 
após tratamento por 24 h com Al 50 µM (+Al), paclobutrazol 0,6 µM (+PBZ) ou a 
combinação Al + PBZ.  
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula entre genótipos dentro do mesmo nível de alumínio e de 
paclobutrazol e pela mesma letra minúscula entre níveis de Al dentro do mesmo nível de paclobutrazol e 
genótipo e pela mesma letra grega entre níveis de paclobutrazol dentro do mesmo nível de Al e genótipo não 
diferem significativamente pelo teste de Newman-Keuls ao nível de 5% de probabilidade. 

 

 
Figura 13 – Teor de ácido málico em ápices radiculares de dois genótipos de milho, 
após tratamento por 24 h com Al 50 µM (+Al), paclobutrazol 0,6 µM (+PBZ) ou a 
combinação Al + PBZ.  
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula entre genótipos dentro do mesmo nível de alumínio e de 
paclobutrazol e pela mesma letra minúscula entre níveis de Al dentro do mesmo nível de paclobutrazol e 
genótipo e pela mesma letra grega entre níveis de paclobutrazol dentro do mesmo nível de Al e genótipo não 
diferem significativamente pelo teste de Newman-Keuls ao nível de 5% de probabilidade. 
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Figura 14 – Exsudação de ácido cítrico para a solução externa pelas raízes de 
plântulas intactas de dois genótipos de milho tratadas com alumínio (+Al), 
paclobutrazol (+PBZ) ou a combinação, após 12 e 24 horas de tratamento.  
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula entre genótipos dentro do mesmo nível de alumínio e 
de paclobutrazol e pela mesma letra minúscula entre níveis de Al dentro do mesmo nível de 
paclobutrazol e genótipo e pela mesma letra grega entre níveis de paclobutrazol dentro do mesmo 
nível de Al e genótipo não diferem significativamente pelo teste de Newman-Keuls ao nível de 5% de 
probabilidade. 

 

No tratamento controle (-Al e –PBZ), não foram detectadas diferenças 

significativas entre os genótipos quanto à exsudação de ácido málico (Fig. 15). 

Entretanto, a exsudação de ácido málico pelas plantas-controle (-Al e  –PBZ) foi 3,8 

vezes maior do que a de ácido cítrico. O tratamento com PBZ isoladamente reduziu 

a exsudação de ácido málico apenas no genótipo UFVM 200, que ficou com um teor 

deste ácido cerca de 38% mais baixo do que o genótipo UFVM-100. O tratamento 

com Al, por outro lado, aumentou a exsudação de ácido málico nos dois genótipos 

de milho. No genótipo UFVM-100 o aumento foi de 1,6 vezes e no genótipo UFVM-

200 de 1,2 vezes em relação às plantas-controle. Na presença desse elemento, o 

genótipo UFVM-100 apresentou uma exsudação 44% mais elevada que o genótipo 

UFVM-200. Ao se adicionar o paclobutrazol às plantas tratadas com Al, observou-se 

redução adicional de 42 % na exsudação em relação ao tratamento com Al 

isoladamente apenas no cultivar UFVM-100, eliminando as diferenças genotípicas.  
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Figura 15 – Exsudação de ácido málico para a solução externa pelas raízes de 
plântulas intactas de dois genótipos de milho tratadas com alumínio (+Al), 
paclobutrazol (+PBZ) ou a combinação, após 12 e 24 horas de tratamento. 
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula entre genótipos dentro do mesmo nível de alumínio e 
de paclobutrazol e pela mesma letra minúscula entre níveis de Al dentro do mesmo nível de 
paclobutrazol e genótipo e pela mesma letra grega entre níveis de paclobutrazol dentro do mesmo 
nível de Al e genótipo não diferem significativamente pelo teste de Newman-Keuls ao nível de 5% de 
probabilidade. 

 

4.7 Efeito do alumínio e do paclobutrazol sobre a atividade da H+-ATPase em 

frações purificadas de membrana plasmática isoladas de pontas de raízes 

 

 Na ausência de Al, não se observou diferença significativa na atividade da H+-

ATPase entre os genótipos (Fig. 16). Nessa condição a atividade da H+-ATPase no 

genótipo UFVM-100 foi cerca de 13% maior do que no UFVM-200. O tratamento 

com PBZ aumentou a atividade da H+-ATPase apenas no genótipo UFVM-200, que 

passou a apresentar uma atividade estatisticamente igual à do genótipo UFVM-100. 

 Na presença do Al, observou-se redução de 19% na atividade da H+-ATPase 

no genótipo UFVM-100, mas aumento de 19% no genótipo UFVM-200. Nessa 

condição o genótipo UFVM-200 passou a ter atividade da H+-ATPase mais elevada 

que o genótipo UFVM-100. O tratamento combinado de Al + PBZ aumentou a 

atividade da H+-ATPase em cerca de 16% em relação ao tratamento com Al 

isoladamente nos dois genótipos, mantendo-se, entretanto, a diferença entre os 

mesmos. 
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Figura 16- Atividade da H+-ATPase da membrana plasmática isolada de ápices 
radiculares de dois genótipos de milho, após 24 horas de tratamento com alumínio 
50 µM (+Al), paclobutrazol 0,6 µM (+PBZ) ou a combinação Al + PBZ. 
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula entre genótipos dentro do mesmo nível de alumínio e 
de paclobutrazol e pela mesma letra minúscula entre níveis de Al dentro do mesmo nível de 
paclobutrazol e genótipo e pela mesma letra grega entre níveis de paclobutrazol dentro do mesmo 
nível de Al e genótipo não diferem significativamente pelo teste de Newman-Keuls ao nível de 5% de 
probabilidade. 

 

 

4.8 Efeito do alumínio e do paclobutrazol sobre o efluxo de prótons em plantas 

intactas 

 

Na ausência de Al e de PBZ, as plantas alteraram o pH da solução de cultivo 

de 6,0 para um valor médio de 4,78, não havendo diferença significativa entre os 

tratamentos e nem entre os genótipos, após 24 h de tratamento. Na presença de Al, 

o pH decresceu para o valor de 4,60, o que significou um aumento médio de 55% na 

concentração total de prótons (H+) livres na solução de cultivo em relação ao pH do 

tratamento controle, após 24 h de tratamento (Fig. 17), mas os genótipos não 

diferiram significativamente entre si. O tratamento combinado de Al e PBZ reduziu a 

excreção de H+ em cerca de 14% no genótipo UFVM-100, mas a aumentou em 

cerca de 10% no genótipo UFVM-200, em relação ao tratamento contendo apenas 

Al. Nessa condição, o genótipo UFVM-200 excretou cerca de 31% mais H+ do que o 

genótipo UFVM-100.  
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Figura 17 - Concentração total de prótons livre (UH

+) em solução nutritiva após 
cultivo de plantas de dois genótipos de milho tratadas com alumínio 50 µM (+Al), 
paclobutrazol 0,6 µM (+PBZ) ou a combinação Al + PBZ, por 24 h. 
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula entre genótipos dentro do mesmo nível de alumínio e de 
paclobutrazol e pela mesma letra minúscula entre níveis de Al dentro do mesmo nível de paclobutrazol e 
genótipo e pela mesma letra grega entre níveis de paclobutrazol dentro do mesmo nível de Al e genótipo não 
diferem significativamente pelo teste de Newman-Keuls ao nível de 5% de probabilidade. 
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5. DISCUSSÃO 

 

A toxidez por alumínio (Al) é um fator limitante de grande importância para o 

crescimento e produtividade das plantas em solos ácidos (Horst et al., 2010). Não 

somente no Brasil, mas em todo o mundo existe uma grande proporção de solos 

agricultáveis, mas que apresentam elevada acidez e níveis elevados de Al, 

resultando em perdas significativas no rendimento das culturas. 

Os mecanismos de tolerância ao Al em plantas superiores ainda não são 

totalmente conhecidos. Muitas hipóteses têm sido apresentadas na literatura, mas, 

devido à amplitude dos efeitos do Al, o real mecanismo de tolerância ainda 

permanece especulativo. Duas ideias básicas, entretanto, têm prevalecido: 1) A 

exsudação de ácidos orgânicos, provavelmente, está envolvida em mecanismos de 

“exclusão” do Al de sítios sensíveis nas plantas; 2) A membrana plasmática, 

fundamental para o controle da entrada e saída de metabólitos, deve estar 

envolvida.  

Nesse aspecto, sabe-se que o Al interage com lipídios e proteínas da 

membrana, modificando sua estrutura molecular, aumentando a densidade de 

empacotamento dos lipídios e, consequentemente, reduzindo sua fluidez (Chen et 

al., 1991). Assim, na tentativa de compreender melhor o modo de ação do Al 

decidiu-se estudar os efeitos isolados e combinados do Al e do paclobutrazol (PBZ), 

um conhecido inibidor da síntese de ∆5-esterois, sobre a produção e exsudação de 

ácidos orgânicos, além de alguns aspectos da composição e funcionamento da 

membrana plasmática em ápices radiculares de dois genótipos de milho com 

tolerância diferencial ao Al. 

O PBZ é um retardante de crescimento de plantas de largo espectro, que 

apresenta potencial de utilização bastante amplo na agricultura. Apresenta a fórmula 

empírica C15H20CIN3O e o nome químico [(2RS,3RS)-1-(4-clorofenil)-4, 4-dimetil-2-

(1,2,4- triazol)-3-pentanol].  

Compostos triazólicos têm sido usados como fungicidas, mas podem também 

regular o crescimento das plantas. O PBZ é um derivado triazol que interfere na 

atividade da ent-kaureno oxidase na via de oxidação do ent-kaureno, levando à 

diminuição nos níveis endógenos de giberelinas biologicamente ativas 

(Rademacher, 2000). Além disso, o PBZ inibe fortemente a isomerase do ciclopropil 
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esterol, enzima que catalisa a abertura do anel ciclopropano do cicloeucalenol 

essencial para a biossíntese de esteróis (Benaviste, 2004).  Dependendo da espécie 

de planta e da concentração aplicada, o PBZ pode, também, induzir modificações 

anatômicas na raiz (Tsegaw et al., 2005). 

O aumento na concentração de PBZ, aplicado isoladamente, reduziu 

linearmente o alongamento da raiz principal nos dois genótipos de milho. Na faixa de 

concentração estudada, o genótipo UFVM-100 sofreu redução do alongamento 

radicular ligeiramente menor do que o genótipo UFVM-200. Redução no crescimento 

radicular também foi observado em Dendrobium nobile tratado com PBZ 2,7 µM 

(Wen et al., 2013). Adicionalmente, os autores observaram aumento no diâmetro da 

raiz, especialmente no ápice radicular, provavelmente devido ao aumento no número 

de camadas de células e no tamanho das células corticais.  

Shani et al., (2013), também observaram inibição no crescimento radicular em 

plantas de Arabidopsis tratadas com PBZ 10 µM, o que foi acompanhado por 

redução nos níveis de giberelinas. Resultados como esses confirmam o efeito 

inibitório do PBZ sobre a biossíntese de giberelinas (Hedden e Graebe, 1985) e suas 

consequências sobre o crescimento radicular. No presente trabalho, foi utilizada uma 

concentração muito menor (0,6 µM), escolhida na faixa de concentração entre 0 a 

1,8 µM, buscando evitar um efeito muito diferenciado entre os genótipos de milho 

utilizados.  

O tratamento com Al reduziu o alongamento radicular nos dois genótipos de 

milho, mas com maior intensidade no UFVM-100, considerado sensível ao Al. Com o 

tratamento concomitante de Al + PBZ observou-se uma redução adicional do 

alongamento radicular, mas apenas no genótipo UFVM-200, que passou a ter 

estatisticamente o mesmo crescimento radicular do genótipo UFVM-100.   

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

bioquímico, principalmente na região radicular (Wagatsuma et al., 1995). A extensão 

da inibição no crescimento radicular depende da concentração de Al3+ disponível, do 

tempo de exposição das plantas ao Al3+ e da sensibilidade das plantas (Ciamporová 

et al., 2002). O crescimento radicular é, geralmente, fortemente inibido, sendo 

considerado o sintoma primário da toxidez por alumínio (Al3+) (Ciamporová et al., 

2002). Estudos mostram que o alvo primário de ação tóxica do Al é o ápice radicular 

(Hartwing et al., 2007), especialmente a região da zona de transição (Kollmeier et 
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al., 2000), havendo, inicialmente, comprometimento do alongamento celular e, 

posteriormente, da divisão celular (Kochian, 2004).  

Os efeitos do PBZ combinado com o Al, eliminando as diferenças genotípicas 

em termos de crescimento, podem ser atribuídos à inibição na biossíntese de 

giberelinas, o que, por sua vez, resulta na redução do crescimento radicular (Hedden 

e Graebe, 1985). Entretanto, como esse fitoregulador foi utilizado em concentração 

muito baixa (0,6 µM), na qual os genótipos praticamente não diferiram entre si 

(Figura 1), é possível que essa redução no crescimento tenha sido causada por 

modificações na composição lipídica e, por consequência, pelo aumento na 

permeabilidade da membrana plasmática (Khan et al., 2009), permitindo a entrada 

de maior quantidade de Al nas células radiculares.  

Corroborando essa hipótese, o genótipo UFVM-100 (sensível) apresentou 

teor de Al nos ápices radiculares superior ao encontrado no genótipo UFVM-200 

(tolerante). Os resultados, também, confirmam a observação de Matsumoto (2000) 

de haver uma correlação direta entre o teor de Al nos tecidos radiculares e a 

sensibilidade das plantas ao estresse por Al. No presente estudo, o genótipo UFVM-

100 apresentou teor de Al nos ápices radiculares 22% maior, além de redução no 

alongamento radicular 32% mais elevada do que o genótipo UFVM-200. Resultados 

semelhantes foram encontrado por Amenós et al., (2009), utilizando duas variedade 

de milho com tolerância diferencial ao Al. Eles encontraram maior teor de Al nos 

ápices radiculares da variedade de milho 16x36 (sensível) em relação à variedade 

Cateto (tolerante) quando elas, foram expostas a solução nutritiva contendo Al 50  

µM.  

Nas plantas tratadas com Al, o teor desse elemento nos ápices radiculares 

aumentou com o tratamento adicional de PBZ apenas no genótipo UFVM-200. 

Mesmo assim, o teor de Al no genótipo UFVM-100 ainda se manteve 

significativamente maior (cerca de 9%) do que no UFVM-200. Esse resultado 

confirma a hipótese de ter o PBZ aumentado à permeabilidade da membrana 

plasmática, principalmente, do genótipo UFVM-200, o que facilitou a entrada de mais 

Al, eliminando as diferenças genotípicas.  

Em ápices radiculares do cultivar de arroz Rikuu-132 (tolerante) exposto ao Al 

20 µM + fenpropimorfo (também, denominado PBZ) 0,66 µM e ao Al 20 µM + 

uniconazol-P 1,02 µM foi observado aumento nos teores de Al (Khan et al., 2009). 
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Esses autores atribuíram o aumento no teor de Al na presença de fenpropimorfo e 

de uniconazol-P, ambos inibidores da síntese de ∆5-esterois, ao fato desses 

inibidores modificarem a composição dos lipídios da membrana plasmática das 

células do ápice radicular, aumentando sua permeabilidade e provocando maior 

acúmulo de Al no cultivar tolerante, em relação ao cultivar Rikuu-20 (sensível).  

A razão desse efeito diferencial do inibidor ainda não foi completamente 

elucidada, mas pode estar ligada à modificação na composição de esteróis, com 

consequente modificação na permeabilidade das membranas celulares, conforme 

sugerido por diferentes autores (Hartmann, 1998; Khan et al., 2009). 

O acúmulo diferencial do Al nos ápices radiculares dos dois genótipos após 

tratamento com esse elemento foi confirmado pela técnica de coloração com 

hematoxilina. A hematoxilina é um corante orgânico, de caráter básico, que ao 

complexar o Al promove a formação de uma cor arroxeada escura no ápice radicular 

(Baker, 1962). Como esse corante é específico para Al, a coloração indica, com boa 

margem de precisão, a presença deste elemento nos tecidos. Por essa razão, a 

técnica tem sido utilizada como ferramenta na discriminação de genótipos quanto à 

tolerância diferencial ao Al (Yamamoto et al., 2001; Zhen et al., 2009; Khan et al., 

2009; Castilhos et al., 2011).  

No tratamento apenas com Al, observou-se coloração mais intensa no ápice 

radicular do genótipo UFVM-100 em relação ao UFVM-200, indicando maior 

acumulo de Al nos tecidos daquele genótipo. O aumento no teor de Al após 

tratamento combinado de Al + PBZ, foi confirmado pela intensificação na coloração 

apenas no genótipo UFVM-200, mostrando ser a técnica sensível e confiável na 

detecção do Al. 

Como a extração e a quantificação do Al pelo método químico e a 

visualização do Al por reação com hematoxilina acessam apenas o Al mais externo, 

provavelmente mantido no apoplasto radicular, essas técnicas podem não definir, de 

modo inequívoco, a tolerância das plantas ao Al. Em alguns casos, mesmo 

apresentando teores de Al iguais ou mais elevados nas raízes, a resposta da planta 

em termos de crescimento é superior a de outra que apresentou teores mais baixos 

(Yang et al., 2011; Ribeiro et al., 2012).  Isso se deve ao fato de uma parte 

significativa do Al estar no apoplasto, mas formando complexo com fósforo ou outra 
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estrutura da parede celular e, portanto, tendo pouco ou nenhum efeito sobre o 

metabolismo celular (Yang et al., 2011a; Yang et al. 2011b).  

No presente estudo, entretanto, sob as condições avaliadas, os resultados 

foram similares aos obtidos pela maioria dos autores, havendo correlação direta 

entre o teor de Al nos ápices radiculares e o alongamento radicular, ou seja, o 

genótipo UFVM-200, considerado mais tolerante, acumulou menor quantidade de Al 

no ápice radicular e sofreu menos os efeitos tóxicos desse elemento. Resultados 

similares foram obtidos com outras espécies e, ou genótipos como em milho 

(Giannakoula et al., 2010;  Amenós et al., 2009), arroz (Khan et al., 2009), trigo (Ye 

et al., 2011) e soja (Long Guo et al., 2013).  

O tratamento combinado de Al + PBZ, além de ter resultado em maior 

acúmulo de Al nos ápices radiculares causou redução adicional no alongamento 

radicular apenas no genótipo UFVM-200, que passou a não diferir estatisticamente 

do genótipo UFVM-100. Esse aumento na inibição do alongamento radicular, apenas 

no genótipo UFVM-200, pode estar ligado a uma modificação na permeabilidade da 

membrana plasmática permitindo maior absorção de Al. O PBZ tem efeito 

reconhecido na biossíntese de esteróis, alterando a composição desses lipídios e, 

consequentemente, as propriedades da membrana (Khan et. al, 2009a,b) 

Os lipídios da membrana plasmática de ápices radiculares são importantes 

alvos da toxidez por Al e várias alterações na composição desses lipídios foram 

detectadas em milho (Huynh et al., 2012), arroz (Khan et al., 2009), sorgo (Peixoto et 

al. 2001), trigo (Zhang et al. 1997) e beterraba (Lindberg e Griffiths, 1993). Outra 

forma de se analisar os efeitos do Al na composição de lipídios da membrana 

plasmática tem sido a utilização de inibidores da biossíntese de esteróis (Khan et al., 

2009b). Nesse sentido, resultados recentes mostram que em arroz, a quantidade 

relativa de ∆5-esteróis é importante fator na tolerância dessas plantas ao Al (Khan et 

al., 2009a). 

Os esteróis constituem fração importante dos lipídios de membrana e 

acredita-se que eles apresentem fundamental importância na manutenção da 

estabilidade da bicamada de lipídios durante perturbações físico-químicas das 

membranas (Piironen et al., 2000). Os esteróis de plantas, também denominados 

fitoesteróis, incluem mais de 250 tipos diferentes de esteróis e, ou derivados. Os 

representantes mais comuns são o sitosterol, o estigmasterol e o campesterol.  
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No presente estudo, além dos três tipos de esteróis terem sido encontrados 

nos ápices radiculares dos dois genótipos de milho, diferenças na composição de ∆5-

esteróis da membrana plasmática entre os genótipos de milho UFVM-100 (sensível) 

e UFVM-200 (tolerante) foram observadas (Fig. 7). O tratamento das plantas com Al 

resultou em diminuição nos teores de campesterol, estigmasterol e -sitosterol nos 

dois genótipos. Na presença de Al, o genótipo UFVM-200 apresentou sempre nos 

seus ápices radiculares maiores teores de sitosterol, estigmasterol, campesterol e 

teor total de ∆5-esterois do que genótipo UFVM-100. A aplicação de PBZ às plantas 

tratadas com Al, por outro lado, reduziu o teor total de ∆5-esterois, passando os dois 

genótipos, a apresentar teores totais de ∆5-esterois praticamente idênticos.   

 Os teores mais elevados de ∆5-esterois no genótipo UFVM-200 podem ser a 

explicação para sua maior tolerância ao Al em relação ao genótipo UFVM-100. 

Esteróis são importantes componentes da membrana plasmática e a modificação de 

sua proporção relativa na composição lipídica pode alterar não apenas a fluidez da 

membrana, mas a sua permeabilidade (Grandmougin et al., 1989; Grandmougin-

Ferjani et al., 1997) e, portanto, a tolerância das plantas a vários tipos de estresses 

abióticos. A influência dos esteróis na tolerância à deficiência hídrica (Sankar et al., 

2007), salinidade (Kerkeb et al., 2001; López-Pérez et al., 2009), aclimatação ao frio 

(Bohn et al., 2007) e ao Al já foram relatadas (Khan et al.,  2009a,b).  

O tratamento com PBZ, reconhecido inibidor da síntese de ∆5-esterois (Khan 

et al., 2009a,b), por outro lado, reduziu o teor de campesterol, estigmasterol, -

sitosterol e teor total de ∆5-esterois apenas no genótipo UFVM-200 eliminando as 

diferenças de tolerância entre os dois genótipos. Paralelamente a essa modificação 

nos teores de esteróis, observou-se aumento no teor de Al, constatado pela análise 

química ou pela intensificação na coloração roxa escura observada após reação 

com hematoxilina, além da redução no alongamento radicular, eliminando as 

diferenças entre os dois genótipos. Os resultados, portanto, indicam que o 

tratamento com PBZ, realmente, provoca mudanças na composição dos esteróis da 

membrana plasmática favorecendo a um aumento na sua permeabilidade, 

justificando, assim, o aumento no teor de Al nos ápices radiculares observado no 

presente estudo. 
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Recentemente, foi verificado que em arroz a quantidade relativa de ∆5-esteróis 

é importante fator na tolerância ao Al (Khan et al., 2009a). O cultivar tolerante Rikuu-

132 apresentou menor relação fosfolipídio/∆5-esterol do que o cultivar sensível 

(Rikuu-20), sugestivo de ter a membrana plasmática do cultivar tolerante menor 

intensidade de carga negativa superficial e menor permeabilidade do que o sensível. 

Zhang et al. (1997), também encontraram redução na relação fosfolipídio/esterol em 

raízes de um cultivar de trigo tolerante, mas nenhum efeito no sensível após 

tratamento com Al. Por outro lado, plantas de Arabidopsis thaliana geneticamente 

modificadas para alteração na composição dos lipídios da membrana plasmática 

apresentaram maior tolerância ao Al (Ryan et al., 2007).  

A membrana plasmática, que constitui a barreira de permeabilidade mais 

externa da célula, é um dos principais alvos dos danos causados por estresses 

ambientais (Dupont et al., 2011). Diversos tipos de estresses abióticos como 

salinidade (Salama et al., 2007; López-Pérez et al., 2009), déficit hídrico (Martins 

Júnior et al., 2008), níveis tóxicos de Al (Peixoto et al., 2001) e PBZ (Grandmougin et 

al., 1989) são capazes de modificar sua composição, estrutura e permeabilidade.   

Danos causados por diversos agentes estressantes, como, por exemplo, a 

toxicidade por Al, têm sido avaliados pelo extravasamento de eletrólitos. No presente 

estudo, o tratamento com Al resultou em aumento no extravasamento de eletrólitos 

apenas no genótipo UFVM-100. Nessa condição, esse genótipo chegou a 

apresentar um extravasamento de eletrólitos 95% superior ao do genótipo UFVM-

200. Esse maior extravasamento de eletrólitos no genótipo UFVM-100, considerado 

mais sensível ao estresse por Al, indica que o Al foi capaz de modificar importantes 

caraterísticas da membrana plasmática, tornando-a mais permeável. 

 Aparentemente, os efeitos do Al alteram a organização e a dinâmica de 

componentes da membrana, que, somadas, resultam na perda de metabólitos 

celulares. Uma possível explicação seria uma indução à produção excessiva de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e, ou pela inativação de enzimas 

antioxidativas nas células vegetais causada por níveis tóxicos de Al (Jones et al., 

2006; Shamsi et al., 2008). Outra possibilidade seria a modificação da composição 

lipídica da membrana plasmática. O Al pode modificar a composição de ácidos 

graxos (Peixoto et al., 2001), de vários tipos de lipídios (Zhang et al., 1997) e, mais 

recentemente, foi verificado que o Al também pode modificar a composição de ∆5-

esteróis (Khan et al., 2009).  
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No presente estudo foi verificado que o tratamento apenas com Al reduziu os 

teores totais e individuais dos três ∆5-esteróis presentes nos ápices radiculares nos 

dois genótipos de milho, mas o genótipo UFVM-200 apresentou sempre maiores 

teores totais e de -sitosterol, estigmasterol e campesterol em relação ao genótipo 

UFVM-100. Modificações como essas podem alterar a fluidez e a permeabilidade da 

membrana plasmática, conforme sugere Dupont et al. (2011), resultando em 

extravasamento diferencial de eletrólitos, como se observou no presente 

experimento.  

A aplicação combinada de PBZ às plantas tratadas com Al resultou em 

redução no extravasamento de eletrólitos no genótipo UFVM-100, mas em aumento 

no genótipo UFVM-200. Apesar disso, o genótipo UFVM-100 ainda apresentou uma 

porcentagem de extravasamento de eletrólitos cerca de 40% maior que do genótipo 

UFVM-200. Concomitantemente com essas modificações no extravasamento de 

eletrólitos, ocorreu diminuição nos teores totais de ∆5-esteróis, -sitosterol, 

estigmasterol e campesterol apenas no genótipo UFVM-200, que passou a 

apresentar teores praticamente iguais aos encontrados no genótipo UFVM-100. 

Essa diminuição nos teores desses três esteróis pode justificar o aumento no 

extravasamento de eletrólitos do genótipo UFVM-200, mas não explica a diferença 

de tolerância ao Al entre os dois genótipos. 

Os mecanismos de tolerância ao Al em plantas superiores ainda não são 

totalmente conhecidos, mas há uma aceitação generalizada da participação de 

ácidos orgânicos na tolerância ao Al de várias espécies vegetais (Kochian, 2004). 

Acredita-se que as plantas tolerantes ao Al possam aumentar a biossíntese e, ou 

exsudação de certos ácidos orgânicos para o meio de cultivo (Kochian et al., 2004). 

Esses ácidos orgânicos seriam capazes de complexar a forma monomérica e mais 

tóxica do Al3+, reduzindo ou eliminando sua fitotoxicidade. Os estudos mostram que 

as plantas diferem quanto às espécies de ácidos orgânicos produzidos e, ou 

exsudados, quanto ao padrão de exsudação e, também, quanto à concentração de 

Al a que as raízes foram expostas (Ma, 2000). Além disso, em resposta ao Al, 

algumas espécies de plantas tolerantes podem exsudar mais de um tipo de ácido 

orgânico (Dong et al., 2008; Khan et al., 2009a; Yang et al., 2011a). 

No presente estudo, tanto nos ápices radiculares quanto na solução externa 

de cultivo, foram detectados, basicamente, três ácidos orgânicos: o ácido cítrico, o 
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ácido málico e o ácido succínico. O teor de ácido succínico, entretanto, além de 

muito baixo, não variou significativamente com os tratamentos e, portanto, foi 

considerado de pequena ou nenhuma importância para os mecanismos de 

tolerância ao Al nesses dois genótipos de milho.  

As plantas-controle do genótipo UFVM-200 apresentaram teores de ácido 

cítrico nos ápices radiculares mais elevados que no genótipo UFVM-100. O 

tratamento com Al resultou em redução nos teores de ácido cítrico nas raízes dos 

dois genótipos, mas, principalmente, no UFVM-200, passando os dois genótipos a 

apresentarem, essencialmente, o mesmo teor desse ácido orgânico. Nessa situação, 

entretanto, as raízes das plantas do genótipo UFVM-200 passaram a exsudar 2,1 

vezes mais ácido cítrico do que as do genótipo UFVM-100. Aparentemente, a 

redução nos teores radiculares de ácido cítrico foi resultado de sua exsudação 

através de canais de ânions específicos para esse ácido orgânico (Yang et al., 2006; 

Yu et al., 2012; Yang et al., 2013). Os resultados obtidos no presente estudo indicam 

fortemente a participação do ácido cítrico na tolerância ao Al e sugerem que, pelo 

menos parte da tolerância do genótipo UFVM-200 possa ser atribuída à maior 

quantidade exsudada deste ácido orgânico. 

A aplicação combinada do PBZ e Al resultou em aumento nos teores de ácido 

cítrico nos ápices radiculares, mas redução nas quantidades exsudadas nos dois 

genótipos em relação ao tratamento com apenas Al. Nessa condição, entretanto, o 

genótipo UFVM-200, foi capaz de exsudar mais ácido cítrico do que o genótipo 

UFVM-100. Como não existem relatos de efeitos do PBZ sobre a biossíntese e, ou 

atividade dos canais de exsudação de ácido cítrico, os efeitos dessa substância 

podem estar relacionados à modificação na composição lipídica da membrana e, ou 

na atividade da H+-ATPase (Grandmougin-Ferjani et al., 1997), bomba geradora do 

gradiente de prótons essencial para a abertura de canais iônicos e para o 

estabelecimento de um gradiente favorável à exsudação de ânions. 

As plantas-controle dos dois genótipos de milho apresentaram teores de ácido 

málico similares nos ápices radiculares. O tratamento com Al resultou em aumento 

nos teores de ácido málico nas raízes nos dois genótipos, mas principalmente no 

UFVM-100, que passou a ter um teor mais elevado desse ácido orgânico. Nessa 

situação, as raízes das plantas do genótipo UFVM-100 passaram a exsudar 44% 

mais ácido málico do que o genótipo UFVM-200. Os resultados indicam que o 
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genótipo UFVM-100, na presença de Al, não apenas produz mais ácido málico, mas, 

também, o exsuda em maior quantidade.  

O tratamento combinado de PBZ com Al resultou em aumento nos teores de 

ácido málico nos dois genótipos, mas redução na sua exsudação para a solução 

externa. Aparentemente, o PBZ tem, também, algum efeito inibitório sobre a 

biossíntese ou atividade do canal de exsudação de malato, reduzindo a liberação 

deste ácido para a solução externa. Se a ação do PBZ é sobre os ∆5-esteróis, ela é 

mais intensa nas membranas do genótipo UFVM-100. 

A questão de qual genótipo se beneficia mais da exsudação desses dois 

ácidos precisa ser mais bem estudada. O somatório das quantidades dos dois 

ácidos exsudados para a solução externa mostra que o genótipo UFVM-200 

exsudou 22% mais ácidos orgânicos do que o UFVM-100. Vale ressaltar que o ácido 

cítrico, sendo tricarboxilico (citrato3-), apresenta maior capacidade de formar 

complexo com Al do que o ácido málico (dicarboxílico) (Gonçalves et al., 2005). 

Aparentemente, no contexto desses dois ácidos orgânicos, o genótipo UFVM-200 

apresenta maior capacidade de reduzir os efeitos tóxicos do Al.  

Piñeros et al. (2005) avaliando seis genótipos de milho verificaram que o   

tratamento das plantas com Al 40 µM por 24 h, estimulou a exsudação apenas de 

citrato, tendo os genótipos tolerantes exsudados maiores quantidades de citrato para 

o meio de cultivo. Três outras variedades de milho (Sikuani, Clavito e HS701b), por 

outro lado, após exposição ao Al 20 µM, por 24 h, exsudaram cerca de 17 vezes 

mais oxalato em relação aos seus respectivos controles (Kidd et al., 2001). Jorge et 

al. (1997) detectaram, na variedade IAC-Taiúba, exsudação de  citrato e, também, 

de ácido málico após exposição das plantas ao Al 50 µM por 30 h. A natureza do 

ácido orgânico exsudado, portanto, depende do genótipo em estudo. No presente 

estudo, apenas dois ácidos orgânicos (cítrico e málico) foram encontrados nos 

exsudados.  

Ficou claro que tanto o Al quanto o PBZ modificam o teor total e a 

composição dos ∆5-esteróis afetando consequentemente a permeabilidade da 

membrana plasmática. Essas mudanças nas caraterísticas da membrana plasmática 

parecem interferir na atividade da H+ATPase (Grandmoungin-Ferjani et al., 1987). 

No presente estudo, verificou-se que o tratamento das plantas com Al reduziu a 

atividade da H+-ATPase no genótipo UFVM-100 (sensível), mas aumentou no 
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genótipo UFVM-200 (tolerante). Resultados semelhante foram observados em raízes 

de trigo por Ahn et al., (2004). Esses autores constaram um decréscimo na atividade 

da H+-ATPase  nos ápices radiculares do cultivar sensível ES8  e um aumento na 

atividade da H+-ATPase no cultivar tolerante ET8. Em sorgo e em milho, o 

tratamento com Al, também, reduziu a atividade da H+-ATPase (Cambraia e Calbo, 

1980; Façanha e de Meis, 1995). 

O modo de ação do Al sobre a H+-ATPase não é conhecido. Acredita-se que 

o Al possa se ligar à superfície da membrana plasmática, alterando a 

eletronegatividade de sua superfície (Kinraide, 2006), causando sua rápida 

despolarização (Ahn et al., 2004). Resultados semelhante foram observados em 

raízes de trigo por Ahn et al., (2004). Esses autores constaram um decréscimo na 

atividade da H+-ATPase  nos ápices radiculares do cultivar sensível ES8 e um 

aumento na atividade da H+-ATPase no cultivar tolerante ET8. Outra possibilidade 

foi levantada por Shen et al., (2005), que observaram aumento na atividade da H+-

ATPase nas raízes de dois cultivares de soja expostas ao Al. Segundo esses 

autores, o efeito do Al foi resultado da regulação transcricional e translacional 

durante a biossíntese da proteína transportadora.  

É interessante observar que o aumento na atividade da H+-ATPase ocorreu 

paralelamente ao aumento na exsudação do ácido cítrico pelas raízes do genótipo 

UFVM-200 (tolerante). Shen et al. (2005) observaram este tipo de correlação em 

dois cultivares de soja com tolerância diferencial ao Al. Nesse caso, a maior 

atividade da H+-ATPase também coincidiu com a maior excreção de citrato pelo 

cultivar de soja tolerante ao Al relativamente ao cultivar sensível ao Al.  Esse tipo de 

resultado reforça a hipótese da necessidade do gradiente de prótons gerado pela 

H+-ATPase para o funcionamento dos canais aniônicos necessários à exsudação de 

ácidos orgânicos pelas raízes das plantas (Yang et al., 2006; Yu et al., 2012; Yang et 

al., 2013).  

Entretanto, no genótipo UFVM-100 (sensível) ocorreu o contrário. Ou seja, na 

presença de Al, houve uma redução na atividade da H+-ATPase, e mesmo assim 

houve aumento na exsudação de citrato e de malato pelas raízes, principalmente de 

malato. Esses resultados sugerem que no genótipo UFVM-100, a exsudação de 

ácidos orgânicos, estimulada pelo Al, depende menos da atividade da H+-ATPase do 

que no genótipo UFVM-200. Yang et al., (2011) analisaram a influência do Al na 
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exsudação de ácidos orgânicos associada a um possível aumento na atividade da 

H+-ATPase em raízes de tomate (Lycopersicon esculentum ‘Hezuo903’). Eles 

constataram que ao aplicarem o vanadato, um inibidor específico da H+-ATPase, 

houve inibição na atividade da enzima, porém sem efeito significativo sobre a 

exsudação de oxalato estimulado pela toxidez por Al. Ao aplicarem o fenilglioxal, um 

inibidor de canal de ânions, observaram eliminação da exsudação de oxalato e 

modificação na atividade da H+-ATPase. Resultados semelhantes a este foram 

observados em raízes de cevada (Matsumoto, 1988), abobora (Cucurbita pepo) (Ahn 

et al., 2001) e feijão (Yang et al., 2007).  

A aplicação simultânea de PBZ e Al aumentou a atividade da H+-ATPase nos 

dois genótipos de milho em relação ao tratamento com Al isoladamente, mantendo-

se, entretanto, a diferença entre os genótipos. É interessante observar que o PBZ, 

também, aumentou a excreção de H+ nos dois genótipos em relação ao tratamento 

com Al isoladamente. Há uma boa correlação entre a excreção de prótons e a 

atividade da H+-ATPase para esse tratamento (Figuras 18 e 16), indicando uma 

relação direta entre essa enzima e a excreção de prótons nos dois genótipos. Assim, 

o genótipo UFVM-200 excretou mais prótons porque foi capaz de manter maior 

atividade da H+-ATPase. O PBZ aumentou a atividade da H+-ATPase em frutos de 

pimentão (Capsicum annuum L) (Lurie et al., 1994), mas os autores não explicam o 

modo de ação desse composto. O PBZ, entretanto, tem sabidamente influência 

sobre a composição de esteróis e esses sobre a atividade da H+-ATPase 

(Grandmougin-Ferjani et al., 1997; Khan et al., 2009a,b).  

Outra possível explicação para esse aumento na atividade da H+-ATPase nos 

dois genótipos na presença de Al + PBZ poderia ser pelo aumento no teor de 

carboidratos nas raízes, conforme sugere (Zheng et al., 2012). Esses autores 

estudando o efeito do PBZ (300 mg L-1) sobre os teores de vários metabólitos em 

folhas e bulbos de Lillium, observaram redução nos teores de giberelinas e aumento 

nos teores de sacarose. Esse aumento no teor desses carboidratos parece resultar 

em aumento na fosforilação do C-terminal da H+-ATPase e, dessa forma, 

implementar a interação da proteína 14-3-3 com a H+-ATPase fosforilada, 

aumentando a atividade da H+-ATPase (Camoni et al., 2006). 
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A aplicação adicional do PBZ sobre as plantas tratadas com Al reduziu a 

exsudação de ácido cítrico nos dois genótipos, especialmente no genótipo UFVM-

200. Essa redução ocorreu, também, na exsudação de malato, mas apenas no 

genótipo UFVM-100. Paralelamente à redução na exsudação desses ácidos 

orgânicos, houve aumento na atividade da H+-ATPase nos dois genótipos, 

mantendo-se a maior atividade no genótipo UFVM-200. Como não existe na 

literatura qualquer evidência de que o PBZ atue como inibidor da síntese de canais 

aniônicos, a única explicação plausível para a redução nas exsudações de citrato e 

malato pelas raízes dos genótipos de milho estudados relativamente ao tratamento 

apenas com Al seria pelas mudanças introduzidas na composição de esteróis da 

membrana (Figura 7), alterando a atividade dos canais de ácidos orgânicos.   

Os resultados observados no presente estudo mostram que o genótipo 

UFVM-200 é realmente mais tolerante ao Al do que o UFVM-100 e, pelo menos 

parte dessa tolerância está relacionada a características de suas membranas, 

podendo envolver a composição de ∆5-esterol e a atividade da H+-ATPase.  
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6. RESUMO E CONCLUSÕES 

 

A presença de Al 50 µM na solução de cultivo ocasionou maior acúmulo 

desse elemento nas raízes das plantas do genótipo UFVM-100 (sensível) e, 

consequentemente, maior inibição no alongamento da raiz principal em relação ao 

genótipo UFVM-200 (tolerante). O Al também causou redução nos teores dos 

esteróis campesterol, estigmasterol e -sitosterol e nos teores totais desses ∆5-

esterois nos ápices radiculares dos dois genótipos de milho. Porém, essa redução 

foi menor no genótipo tolerante que apresentou teores desses esteróis maiores em 

relação ao genótipo sensível. O extravasamento de eletrólitos foi maior no genótipo 

UFVM-100 na presença de Al, provavelmente devido a maiores danos na membrana 

plasmática causados pelo maior acúmulo desse elemento em suas raízes. Os teores 

de citrato e malato nas raízes dos dois genótipos sofreram alterações em resposta 

ao tratamento com Al. Os teores de ácido cítrico e málico foram aproximadamente 

iguais nas raízes dos dois genótipos. A exsudação de citrato e malato foi estimulada 

nos dois genótipos em resposta ao tratamento com Al. A exsudação de citrato foi 

maior no genótipo UFVM-200 e a de malato no genótipo UFVM-100. Entretanto, a 

exsudação total de ácidos orgânicos pelas raízes do genótipo UFVM-200 foi maior 

que a exsudação pelas raízes do genótipo sensível. Observou-se alteração na 

atividade da H+-ATPase nos dois genótipos de milho na presença de Al 50 µM. Esse 

elemento reduziu a atividade da H+-ATPase no genótipo UFVM-100 e, em contraste, 

aumentou-a no genótipo UFVM-200. Entretanto, mesmo com a diminuição na 

atividade da H+-ATPase no genótipo UFVM-100, a concentração de H+ livres 

excretados para a solução de cultivo aumentou nos dois genótipos, sendo 

praticamente iguais.  

A presença do Al juntamente com o PBZ na solução de cultivo ocasionou 

aumento no teor de Al nos ápices radiculares apenas no genótipo UFVM-200. Como 

consequência do aumento no teor desse elemento nos ápices radiculares no 

genótipo tolerante, ocorreu maior inibição do alongamento radicular nesse genótipo, 

eliminando a diferença entre os dois genótipos. O PBZ, juntamente com o Al, reduziu 

o teor dos esteróis campesterol, estigmasterol e -sitosterol e os teores totais dos ∆5-

esteróis nos dois genótipos. Entretanto, essa redução foi muito maior no genótipo 

UFVM-200, eliminando, dessa forma as diferenças entre os dois genótipos em 
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relação ao tratamento apenas com Al. Paralelamente, a presença do PBZ ocasionou 

aumento no extravasamento de eletrólitos no genótipo UFVM-200 e uma pequena 

redução no genótipo sensível, diminuindo a diferença entre esses dois genótipos em 

relação ao tratamento apenas com Al. O PBZ aumentou os teores de ácido cítrico e 

málico nos dois genótipos. A exsudação de citrato e malato foi inibida nos dois 

genótipos na presença de Al + PBZ em relação ao tratamento apenas com Al. A 

inibição na exsudação de citrato foi maior no genótipo UFVM-200, enquanto a 

inibição na exsudação de malato no genótipo UFVM-100. O tratamento combinado 

Al + PBZ aumentou a atividade da H+-ATPase nos dois genótipos, sendo esse 

aumento maior no genótipo tolerante, comparativamente ao àquele com apenas Al. 

Paralelamente, a concentração de H+ livres na solução de cultivo aumentou no 

genótipo UFVM-200, mas reduziu no UFVM-100. 

Os resultados do presente estudo comprovam a maior tolerância ao Al 

apresentada pelo genótipo de milho UFVM-200 em comparação ao UFVM-100 e são 

sugestivos de que parte da tolerância do genótipo UFVM-200 ao Al pode estar 

associada à sua capacidade manter níveis mais elevados de ∆5-esteróis 

fundamentais para o funcionamento da membrana plasmática. 
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