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EXTRATO

PEIXOTO, Paulo Henrique Pereira, D.S., Universidade Federal de Vigosa,
janeiro de 1997. Peroxidacao de lipidios em membranas e tecidos de dois
cultivares de sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) com tolerancia
diferencial ao aluminio. Orientador: José Cambraia. Conselheiros: Marco
Antonio Oliva Cano ¢ Maurilio Alves Moreira.

Neste trabalho, estudaram-se os efeitos do aluminio (Al) em nivel téxico
sobre os sistemas metabolicos que controlam a producdo e a eliminagdo de
radicais livres e, conseqiientemente, a peroxidacao dos lipidios em plantas de dois
cultivares de sorgo, um sensivel (BRO0O7A) e outro tolerante (BROO6R) ao Al,
cultivadas durante 10 dias em solu¢do nutritiva, pH 4,0, na presenca (0,185
mM) e na auséncia do Al. Na presenca do Al, a atividade da H'-ATPase reduziu
no sistema radicular das plantas, mas, principalmente nas membranas plasmaticas
provenientes dos apices das raizes do cultivar tolerante. Dentre as principais
modificacdes verificadas sobre a composicao de acidos graxos das membranas na
presenca do Al, as mais importantes foram observadas nos apices das raizes, onde
a relacdo acidos graxos insaturados/acidos graxos saturados e, principalmente, o
indice de ligacdes duplas para acidos graxos com dezoito carbonos foram
bastante reduzidos no cultivar sensivel. Na presenca do Al, a concentragdao do
acido linolénico reduziu nas membranas provenientes dos apices das raizes do

cultivar sensivel, mas, de modo contrario, aumentou muito no tolerante. A
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atividade enzimadtica nos tecidos das plantas foi bastante alterada na presenca do
Al. A atividade das peroxidases aumentou nas raizes e nas folhas dos dois
cultivares, principalmente no sensivel. De modo contrario, a atividade das
peroxidases do ascorbato e das catalases reduziu nesses tecidos, exceto nas raizes
do cultivar sensivel, onde o aumento da atividade das peroxidases do ascorbato
foi observado. A atividade das dismutases do superoxido e das oxidases dos
polifendis aumentou, respectivamente, apenas nas folhas do cultivar tolerante e
nas raizes do sensivel. A atividade das lipoxigenases aumentou nas folhas em
maior intensidade no cultivar tolerante, mas, de modo contrario, reduziu nas
raizes em maior intensidade no cultivar sensivel. Nas raizes das plantas, a
atividade das amonia liases da fenilalanina reduziu nos dois cultivares, mas em
maior intensidade no tolerante. A atividade das desidrogenases dos alcoois
cinamilicos aumentou nas raizes do cultivar tolerante, mas reduziu no sensivel.
Na presenca do Al, o teor de lignina aumentou nas raizes de ambos os cultivares,
porém em maior intensidade no tolerante. O teor de compostos fendlicos soluveis
aumentou na presenga do Al nas raizes e nas folhas dos dois cultivares,
principalmente no sensivel. Todos os resultados sugerem que, na presenga do Al,
o cultivar tolerante produza menores quantidades de radicais de oxigénio livres
ou, entdo, possua mecanismos enzimaticos de remocgao, de imobilizacdo e, ou, de
neutralizacdo desses radicais mais eficientes que no cultivar sensivel, o que,
aparentemente, resultou na menor intensidade de peroxidacdo dos lipidios nos
tecidos das raizes e da parte aérea e, especificamente, nas membranas

provenientes dos dpices das raizes das plantas do cultivar tolerante.
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ABSTRACT

PEIXOTO, Paulo Henrique Pereira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
January 1997. Lipids peroxidation in membranes and tissues of two
sorghum cultivars (Sorghum bicolor (L.) Moench) with differential
tolerance to aluminum. Adviser: José Cambraia; Committee members: Marco
Antonio Oliva Cano and Maurilio Alves Moreira.

In this work, the effects of aluminum (Al) at toxic level upon the
metabolic systems that control the formation and scavenging of free radicals and,
consequently, the lipid peroxidation in plants were examined. The plants were
grown for 10 days in nutrient solution, pH 4.0, in the presence (0.185 mM) and
absence of Al. The H'-ATPase activity was reduced in the root system of both
cultivars, specially in the membranes from the root tips of the tolerant cultivar.
Among the main changes observed in the composition of membrane fatty acids in
the presence of Al, the more important ones occurred in the root tips. In this case,
the ratio of unsaturated fatty acids to saturated fatty acids, and specially the
double bond index for 18 carbon fatty acids were quite reduced in the sensitive
cultivar. The concentration of linolenic acid was reduced in root tip membranes
of the sensitive cultivar in the presence of Al, while a great increase was obtained
in the tolerant one. The enzymatic activity in plant tissues was greatly altered by

the presence of Al. Peroxidases activity was increased in roots and leaves of both
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cultivars, but mostly in the sensitive one. On the other hand, ascorbate
peroxidases and catalases activities were reduced in these tissues, except in the
roots of the sensitive cultivar in which an increase in ascorbate peroxidases was
observed. Superoxide dismutases and polyphenol oxidases activities were
increased only in the leaves of the tolerant cultivar, and in the roots of the
sensitive one. Lipoxygenases activities were increased in the leaves, but were
reduced in the roots of both cultivars. The increase and reduction of
lipoxygenases activities was greater in the leaves of tolerant and in the roots of
the sensitive cultivar, respectively. In the roots, the phenylalanine ammonia-lyase
activity was reduced in both cultivars, but mostly in the tolerant one. The activity
of cinnamyl alcohol dehydrogenases was increased in the roots of the tolerant
cultivar, and was reduced in those of the sensitive one. Lignin content raised in
the roots of both cultivars in the presence of Al, but the increase was greater in
the tolerant one. Aluminum increased the content of soluble phenolic compounds
in the root and leaves of both cultivars, but mostly in the sensitive one. All the
results suggest that in the presence of Al, the tolerant cultivar produces less
oxygen free radicals or that it has more efficient enzymatic mechanisms of
removing, neutralizing and/or scavenging them than those of the sensitive
cultivar. This apparently led to a lower lipid peroxidation in the tissues of roots

and leaves, and specifically, in the root tip membranes from the tolerant cultivar.
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1. INTRODUCAO

Aproximadamente 40% das terras cultivadas do mundo e cerca de 70%
das terras ardveis sdao acidas (MYASAKA et al., 1989). Na maior parte desses
solos, a toxicidade provocada pelo aluminio (Al) ¢ o principal fator limitante ao
estabelecimento das culturas (RYAN et al., 1992). Diversos efeitos prejudiciais
observados em plantas tém sido atribuidos ao Al, mas, muitos desses,
provavelmente, ndo representam respostas primarias das plantas a sua toxicidade.
A ligacdo do Al aos nucleotidios de ATP e GTP altera reacdes envolvidas na
dinamica dos filamentos de actina e miosina e na estabilidade dos microtibulos, o
que resulta num significativo aumento na tensdo dos filamentos da rede
transvacuolar de actina e do citoesqueleto nas células das raizes, apresentando a
inibicdo da divisdo celular como conseqiiéncia imediata (GRABSKI e
SCHINDLER, 1995). Aparentemente, os apices sdo as regides mais sensiveis,
uma vez que a aplicagdo do Al a outras porc¢des das raizes produz pouco ou
nenhum efeito sobre o crescimento (DELHAIZE et al., 1993).

As plantas, de acordo com o local da lesdo primaria € com o mecanismo
de tolerancia diferencial ao Al, podem classificar-se em trés categorias: aquelas
plantas em que a lesdo primadria ¢ citoplasmatica e a tolerancia diferencial resulta
na sua capacidade em desintoxicar ou tolerar o Al no simplasto; aquelas plantas
em que a lesdo primaria € citoplasmatica e a tolerancia diferencial resulta na sua

capacidade em excluir o Al do simplasto; aquelas plantas em que a lesdo primaria



¢ apoplastica e a tolerancia diferencial ¢ determinada pela sua capacidade de
modificar o apoplasto para proteger a parede celular e, ou, a estrutura e as
fungcdes da membrana plasmatica (TICE et al.,, 1992). Trabalhos recentes
consideram a exclusdao do simplasto o principal mecanismo de tolerancia ao Al e,
nessas plantas, a exsudagdo de acidos organicos e de polipeptideos na rizosfera
proxima aos apices das raizes ¢ o principal mecanismo de desintoxicagao (RYAN
et al.,, 1995; BASU et al.,, 1994 ¢ FUENTE et al.,, 1997). O citrato e,
principalmente, o malato tém a capacidade de formar quelatos com o AI’",
reduzindo a sua atividade na rizosfera (SUHAYADA e HAUG, 1986). Além
disso, a adicao de 4cidos organicos ao meio pode, efetivamente, proteger as raizes
de genotipos sensiveis contra a toxicidade provocada pelo Al em solugdo
nutritiva (PELLET et al., 1996). A exsudacdo de mucilagens a partir de células da
coifa tem importancia fundamental no aumento da zona de protegdo existente no
apice radicular de plantas tolerantes ao Al, uma vez que essas substincias
aumentam a concentragdo de dacidos organicos nas proximidades das raizes
(ARCHAMBAULT et al., 1996).

Em concentra¢des micromolares, mondmeros ¢ complexos do Al (A",
Al(OH)*"e AI(OH),") podem causar distarbios em diversos processos fisiologicos
nas células das plantas (DELHAIZE e RYAN, 1995). A membrana plasmatica
parece ser o sitio primario das injurias provocadas pelo Al (CHEN et al., 1991).
Segundo KINRAIDE (1988), o Al pode se ligar as cargas negativas dos
fosfolipidios, o que resulta em alteracdes na permeabilidade das membranas em
decorréncia de modificacdoes na fluidez, na densidade de empacotamento e na
freqiiéncia de dobras dos lipidios e, conseqiientemente, na mobilidade da
bicamada lipidica (ZHAO et al., 1987). A ligagdo do Al as proteinas e, ou, aos
lipidios adjacentes das membranas pode resultar em alteracdes nas propriedades
fisioldgicas desses componentes (KINRAIDE, 1988). A inibicao da fosfolipase C,
enzima localizada na membrana plasmatica e envolvida nos mecanismos de
sinalizagdo intracelular, foi recentemente relacionada como um possivel alvo para

a acdo primadria da toxicidade por Al (JONES e KOCHIAN, 1995).



Evidéncias indicam que injurias causadas as membranas por diversos
fatores de estresse estdo relacionadas ao aumento na producdo de radicais
superoxidos (O, ~ ) (SCANDALIOS, 1993). Estes radicais de oxigénio sdo
espécies quimicas responsaveis pela peroxida¢do dos lipidios em membranas e
organelas e podem, juntamente com o H,0,, gerar o radical hidroxila ((OH),
reconhecidamente o mais potente oxidante celular, que rdpida e
indiscriminadamente degrada todas as macromoléculas, causando sérios danos
aos componentes celulares (SCANDALIOS, 1993). Segundo GUTTERIDGE et
al. (1985), o Al parece facilitar a acdo dos radicais livres e, conseqiientemente, a
peroxidagdo dos lipidios das membranas, o que ¢ intensificado na presenca de
ferro (Fe’"). Em plantas superiores, o primeiro produto estavel formado pela
reducio do O, ¢ do O, ¢ o H,0,, uma espécie também tdxica para os
componentes celulares (KNORZER et al., 1996). Esse processo pode ocorrer
naturalmente e, ou, com a participacdo das dismutases do superdxido (SODs)
(SCANDALIOS, 1993). Nos plastidios, o H,O, produzido ¢ eliminado pela via
ascorbato-glutationa, enquanto que, nos peroxissomos, glioxissomos e
mitocondrias, pelas catalases (CATs) (ANDERSON et al., 1995). Adicionalmente,
peroxidases (POXs) e certas substancias antioxidantes como o ascorbato e a
glutationa podem participar dos mecanismos de defesa das plantas contra
estresses oxidativos (KNORZER et al., 1996). Embora as atividades das POXs e
das SODs tenham aumentado na presenca do Al, CAKMAK e HORST (1991)
verificaram a peroxidacdo dos lipidios em tecidos dos apices de raizes de plantas
de soja, o que sugere a participagdo desse elemento toxico nos mecanismos de
formacao de radicais livres e, conseqiientemente, na deterioracao das membranas.

O presente trabalho teve como objetivo verificar os efeitos toxicos do Al
sobre os sistemas metabolicos que controlam a producdo e a eliminagdo de
radicais livres e, conseqiientemente, a peroxidagdao dos lipidios da membrana
plasmatica e dos tecidos do sistema radicular e da parte aérea em plantas de dois

cultivares de sorgo com tolerancia diferencial ao Al.



2. REVISAO DE LITERATURA

Na literatura, poucas informagdes sdao disponiveis quanto ao
relacionamento direto entre a toxicidade provocada pelo Al, a producdo de
radicais livres e os danos as membranas das plantas (CAKMAK e HORST,
1991). Evidéncias indiretas, entretanto, sugerem que o Al, a semelhanca de outros
fatores estressantes, pode estimular a produgao de radicais livres que, por sua vez,
promovem a peroxidacdo dos lipidios das membranas, resultando em
modificacdes na sua estrutura e nas suas fungdes (GUTTERIDGE et al., 1985).

Nas plantas, os radicais superoxidos (O, =) podem ser produzidos em
decorréncia de diversas perturbagdes ambientais como, por exemplo, excesso de
luz, seca, temperaturas elevadas, herbicidas, infeccdes causadas por patdgenos e
ozénio (NEUBAUER e YAMAMOTO, 1992 ¢ SCANDALIOS, 1993). Caso nao
sejam rapidamente eliminados do metabolismo, os radicais livres podem reagir
com 4acidos graxos insaturados, causando sua peroxidacdo na membrana
plasmatica, nas membranas de organelas e em todo o sistema de endomembranas

(SCANDALIOS, 1993).
A peroxidacdo dos lipidios tem inicio com a retirada de um atomo de

hidrogénio das moléculas de acidos graxos insaturados (BUEGE e AUST, 1978).
O subseqiiente rearranjo das ligacdes duplas resulta na formacdao de dieno
conjugado que, apos o ataque por oxigénio molecular, produz radicais peroxi-
lipidicos e endoperoxidos (GUTTERIDGE e HALLIWELL, 1990). A formagao

de endoperdxidos em acidos graxos insaturados apresentando, pelo menos, trés
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metilenos interrompidos por ligacdes duplas pode resultar na formagao de aldeido
malonico (MDA), um produto da degradagdo dos lipidios (BUEGE e AUST,
1978). Outros efeitos citotoxicos dos aldeidos também sdo conhecidos. Além de
reagirem com grupos sulfidrilas das enzimas provocando a sua inativag¢do, os
aldeidos podem reduzir a taxa de mitose em células e inibir a sintese de tubulinas,
principais proteinas dos microtiibulos, necessarias a formag¢ao do fuso acromatico
(WILSON JR. e McDONALD JR., 1986).

A toxicidade provocada pelo Al pode modificar diversas caracteristicas
das membranas celulares. Segundo ZHAO et al. (1987), o Al tem a capacidade de
alterar algumas propriedades fisico-quimicas da membrana plasmatica e do
tonoplasto, aumentando sua permeabilidade a uréia e aos seus derivados e, de
modo contrario, reduzindo sua permeabilidade a 4gua. Tais efeitos podem ser
uma conseqiiéncia direta da ligagdo do Al as regides polares dos fosfolipidios
(HUNTER e ETHERTON, 1989) ou, ainda, da reacdo do Al com proteinas da
membrana (SUHAYADA e HAUG, 1986).

As células podem responder as alteragdes nos fatores ambientais por
meio de modificagdes na composi¢ao lipidica das membranas, mudancas essas
que parecem ser um reflexo de mecanismos especificos utilizados para restaurar
e, ou, otimizar as propriedades fisico-quimicas das mesmas (LINDBERG e
GRIFFITHS, 1993). ZHANG et al. (1996, 1997) relataram modificacdes na
composicao lipidica de microssomos e, também, de uma fragdo purificada da
membrana plasmatica isolada de apices de raizes de cultivares de trigo com
tolerancia diferencial ao Al. Nesses trabalhos, algumas alteragdes nas classes de
lipidios ficaram restritas apenas ao cultivar tolerante e, embora o significado das
mesmas ndo tenha sido esclarecido pelos autores, eles concluiram que tais
modificacdes podem ter contribuido de maneira significativa para a manutengao
do crescimento radicular das plantas do cultivar tolerante sob condicdes de
estresse por Al

Diversas proteinas da membrana plasmatica sio ATPases ou hidrolases

de ATP. Algumas dessas, como as H*-ATPases, por exemplo, sdo eletrogénicas,



ou seja, podem controlar a polarizagdo da membrana plasmatica através da
formacdo de gradientes eletroquimicos utilizados como forca dirigida para o
transporte secundario de solutos (RYYPPO et al., 1994 ¢ BRISKIN et al., 1995).
A H'-ATPase da membrana plasmatica das plantas superiores é uma ATPase de
transporte do “tipo P” e se caracteriza pela formagdo de intermediarios
fosforilados covalentes durante o processo de hidrélise do ATP (BRISKIN et al.,
1995). Segundo COOKE e BURDEN (1990), a modulagdo da H'-ATPase é
resultante de alteracdes na composi¢do dos lipidios das membranas, o que resulta
na alteragdo da sua fluidez e, conseqiientemente, em mudancas na conformagao e
na atividade da enzima. Modificagdes na fluidez das membranas podem provocar
alteracoes na atividade das ATPases em decorréncia dos efeitos diretos do Al
sobre as moléculas da proteina ou, ainda, sobre as intera¢des entre os lipidios das
membranas e as enzimas (SUHAYADA e HAUG, 1986 e¢ LINDBERG e
GRIFFITHS, 1993).

A interacdo do Al com lipidios e proteinas das membranas provoca a
deterioragdo de sua integridade estrutural e o aumento da producdo de radicais
livtes (GUTTERIDGE et al.,, 1985). Esses radicais podem promover a
peroxidagio dos lipidios das membranas, principalmente na presenca de Fe*'
(CAKMAK e HORST, 1991). Em lipossomos preparados a partir de
fosfolipidios de tecidos do sistema nervoso de ratos, GUTTERIDGE et al. (1985)
observaram que o Al ndo estimulava diretamente a peroxidacao dos lipidios, mas
acelerava intensamente a peroxidacdo induzida pelo Fe*'. Eles sugeriram, entéo,
que o aumento na peroxidacdo dos lipidios provocado por radicais de oxigénio
livres seria uma conseqiiéncia dos efeitos primarios do Al sobre a estrutura das
membranas. O aumento na peroxidagdo dos lipidios como resultado da
deficiéncia de Ca®" pode ser interpretado nessa mesma linha de raciocinio, uma
vez que o processo parece ser decorrente da liberagdo do Fe*" dos sitios de troca,
aumentando a producdo de radicais hidroxila ((OH), o que ocorre por meio de
reagoes do tipo "Harber-Weiss" (H,O0,+0, T+Fe?' 0 o OH +'OH+0,)
(SCANDALIOS, 1993).



Segundo CAKMAK e HORST (1991), a peroxidacdo dos lipidios na
presenca do Al se manifesta posteriormente a reducao do alongamento radicular
e, apesar do estreito relacionamento entre esses dois processos, a peroxidacao
dos lipidios ¢, aparentemente, uma conseqiiéncia dos efeitos primarios do Al
sobre a estrutura da membrana (HORST et al., 1992). Apos tratamentos
prolongados com Al, os dpices radiculares tornam-se escuros, o que pode indicar
a oxidacdo de compostos fendlicos por quinonas citotdxicas. A toxicidade das
quinonas €, aparentemente, mediada pela sua reducdo a semiquinona que, por
autoxidacdo, forma O, ~ e outras espécies toxicas de oxigénio (CAKMAK e
HORST, 1991).

O sistema metabdlico de protecdo celular contra estresses oxidativos
consiste de diversas enzimas e¢ de substancias antioxidantes (SCANDALIOS,
1993). O aumento da peroxidacao dos lipidios em decorréncia da toxicidade por
Al pode ser acompanhado pelo monitoramento da produ¢do de radicais de
oxigénio livres e, ou, pelo estudo da atividade enzimatica (CAKMAK e HORST,
1991). Diversas enzimas estdo relacionadas aos mecanismos de protecdao do
protoplasma e da integridade celular (ANDERSON et al., 1995). Esta defesa
enzimatica inclui enzimas antioxidantes capazes de remover, neutralizar e, ou,
mesmo, eliminar os radicais livres e compostos oxi-intermedidrios
(SCANDALIOS, 1993). Dentre as principais enzimas, as peroxidases (POXs), as
catalases (CATs), as dismutases dos superdxidos (SODs), as oxidases dos
polifendis (POLs) e as enzimas do sistema ascorbato-glutationa sdo aquelas que
tém recebido maior aten¢cdo no que concerne a esses mecanismos de protegdo
(KUMAR e KNOWLES, 1993).

As POXs compreendem diversas isoenzimas que diferem na
especificidade pelo substrato, na composicdo aminoacidica e na localizagdo nos
tecidos das plantas (QUESADA et al., 1990). A atividade das POXs ¢,
freqiientemente, aumentada em resposta aos estresses, sendo a prote¢ao celular
contra reagdes oxidativas uma das principais fungdes da enzima (ASADA, 1992 e

SIEGEL, 1993). Segundo GASPAR et al.(1985), o aumento na atividade de



POXs basicas ndo resulta da sintese de novo, mas da ativagdo de enzimas
preexistentes nos tecidos. Em contraste, as POXs 4cidas rapidamente incorporam
aminoacidos marcados, indicando alta taxa de giro. As maiores atividades de
POXs acidas sdo detectadas nas paredes celulares, sendo que a parede primaria
representa a matriz na qual ocorre a lignificagdo. Entretanto, as POXs ndo estdo
associadas somente as paredes celulares, mas, também, as membranas, organelas
e ao citossol (GASPAR et al., 1985 e SIEGEL, 1993).

As POXs podem ser secretadas no espago livre aparente, paralelamente
ao efluxo de compostos fenolicos, provaveis precursores da lignina (GASPAR et
al., 1985). POXs basicas podem atacar doadores de elétrons usando radicais de
peroxidos livres como substrato e, dessa forma, atuar como agentes de
desintoxicacdo (GASPAR et al., 1985). As POXs também podem degradar o
acido indolacético (AIA) e o acido carboxilico aminociclopropano (ACC),
precursor do etileno. Os niveis de AlA-livre resultam da atividade do sistema
AlA-oxidase que, por sua vez, regula os niveis de ACC pelo controle da
conversdao do S-adenosil metionina (SAM) em ACC. As ACC-oxidases sdo
POXs associadas as membranas e podem regular diretamente a producdo de
etileno. O principal papel do etileno parece ser de regulador da atividade das
amonia liases da fenilalanina (PALs) e, também, das POXs acidas que controlam
os processos de lignificagdo (GASPAR et al., 1985).

As reagOes catalisadas por peroxidases do guaiacol (GPXs) sao
caracterizadas pela baixa especificidade em relacio ao composto doador de
elétrons, podendo utilizar guaiacol e, ou, pirogalol para esse fim (ASADA,
1992). Em contraste, as peroxidases do ascorbato (APXs) possuem alto grau de
especificidade para o acido ascorbico como doador de elétrons (NAKANO e
ASADA, 1981), embora compostos fenolicos também possam ser utilizados
como substratos da enzima (ASADA, 1992 ¢ AMAKO et al., 1994). Ao
contrario das GPXs, que participam de processos fisioldgicos relacionados a
lignificacdo, degrada¢do do AIA e sintese de etileno, por exemplo, as APXs

estdo envolvidas em mecanismos de eliminacdao do H,O, e de hidroperoxidos



organicos, principalmente nos plastidios, onde a participacdo das catalases
(CATs) € pouco provavel (ASADA, 1992 e AMAKO et al., 1994). O ascorbato
oxidado na catélise enzimatica ¢ regenerado pela acdo das enzimas mono- ¢ di-
hidroascorbato redutase e glutationa redutase (ASADA, 1992).

Em termos da localizacao subcelular, trés isoenzimas das APXs foram
identificadas: a APX ligada as membranas dos tilacdides, a APX soluvel no
estroma e a APX soluavel no citossol (AMAKO et al., 1994). As duas primeiras
estdo envolvidas na eliminacao do H,O, produzido durante a etapa fotoquimica
da fotossintese, mas o papel fisiologico da APX citossdlica ainda ndo foi
elucidado (AMAKO et al., 1994). Segundo KOSHIBA (1993), a APX citossoélica
¢ abundante em tecidos jovens de milho, tais como, coledptilos, mesocétilos,
folhas e raizes, sendo encontrada, contudo, somente em quantidades reduzidas
nas folhas verdes, o que foi comprovado por testes imuno-histoquimicos.

As catalases (CATs), oxidoredutases que ocorrem em formas multiplas
nos tecidos vegetais, sdo utilizadas em mecanismos enzimaticos primarios por
organismos aerobicos para a decomposicao do H,O, (SIEGEL, 1993). As CATs
sdao encontradas em glioxissomos durante a germinacdo das sementes e,
principalmente, em peroxissomos, onde elimina o H,O, formado pela oxidagdo
do glicolato na fotorrespiragdo (HAVIR e McHALE, 1987). A ag¢do combinada
das CATs e das dismutases do superdxido (SODs) resulta na conversao dos
radicais O, ~ ¢ H,0,, potencialmente perigosos, em agua e oxigénio molecular
(SCANDALIOS, 1993). Nas células vegetais, o H,O, pode ser metabolisado
pelas CATs e, ou, por peroxidases (POXs), mas, em funcdo da localizacdo
subcelular muito restrita e da baixa afinidade pelo substrato, a participacao das
CATs nos mecanismos de eliminagdo desse radical torna-se limitada (CAKMAK
et al.,, 1993 e SIEGEL, 1993). As CATs sdao enzimas bastante sensiveis a
fotoinativacdo e a degradacdo (FOYER et al, 1994). O excesso de H,0,
decorrente da ruptura de peroxissomos no meio celular e, ou, ainda, da sua
remog¢ao muito lenta do metabolismo pode, rapidamente, promover a inativagao

oxidativa da enzima (Del LONGO et al., 1993 e ANDERSON et al., 1995).



As CATs podem decompor o H,0O, diretamente a oxigénio e agua e,
também, oxidar outros substratos (HAVIR e McHALE, 1987). Na reagdo
peroxidativa nao had evolugdo de oxigénio, mas algum receptor ¢ oxidado
(SIEGEL, 1993). A quebra catalitica do H,O, em agua e oxigénio pela agdo das
CATs ¢, meramente, um caso especial de reagdo peroxidativa em que o peroxido
serve tanto como substrato quanto como receptor. A observacdo das CATs
exibindo atividade peroxidativa tem levado a hipotese das POXs serem
mondmeros ou, entdo, variagdes da mesma proteina da molécula tetramérica das
CATs (SIEGEL, 1993). Contudo, o produto final da reagdo catalisada por essas
duas enzimas ¢ bastante diferente. A acdo das POXs resulta na produgdao de
radicais livres potencialmente toxicos ao metabolismo celular, enquanto a das
CATs resulta na producao de oxigénio, espécie quimica de baixa reatividade
(SIEGEL, 1993).

Na maior parte dos trabalhos, os mecanismos de resposta das plantas aos
estresses provocam o aumento da atividade das POXs e a reducao da atividade
das CATs (CAKMAK e HORST, 1991 e SIEGEL, 1993). Em folhas normais ou
destacadas de arroz, KAR e MISHRA (1976) observaram que a atividade das
CATs decresce, enquanto as atividades das POXs e das oxidases dos polifenois
(POLs) aumentam durante a senescéncia. Segundo PICHORNER et al. (1992), as
CATs controlam os niveis de H,O, nas células pela sua redugdo a agua, podendo
utilizar, também, fendis como doadores de elétrons. Acredita-se que na presenga
de compostos fenodlicos, tais como, alcool coniferil, alcool sinapil e alcool
p-cumaril, essa reagdo promova a sintese de lignina (PICHORNER et al., 1992).
Durante o tratamento de plantas com Al, a atividade das POXs geralmente
aumenta, enquanto a das CATs diminui. Segundo consideragdes de CAKMAK e
HORST (1991), esse comportamento indica que, em raizes tratadas com Al, o
H,0, ¢ consumido muito mais em eventos de oxidacdo como, por exemplo, na
peroxidacgao dos lipidios, do que em processos de desintoxicacao.

As dismutases do superoxido (SODs) fazem parte de uma familia de

metaloenzimas que catalisam a conversdao do O, ~ a oxigénio molecular e H,0,
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(GIANNOPOLITIS e RIES, 1977). Nas plantas superiores, coexistem trés
1soenzimas que sao classificadas de acordo com o ion metalico presente no sitio
ativo: Cu/ZnSOD, MnSOD e FeSOD (SCANDALIOS, 1993). Essas enzimas
estdo distribuidas em diferentes compartimentos subcelulares, presumivelmente
devido aos riscos dos radicais O, ™ atravessarem as membranas, em razao da sua
elevada reatividade (BOWLER et al., 1994). A Cu/ZnSOD, principal enzima
existente em plantas, ¢ inativada por cianeto e por excesso de H,O,

(SCANDALIOS, 1993).

O radical superoxido (O, ™) e os seus derivados, radical hidroxila ("OH)
e oxigénio "singlet" ('0,), sdo, reconhecidamente, os principais causadores de
danos peroxidativos aos componentes celulares (SCANDALIOS, 1993). Os
radicais O, ~ transformam-se espontaneamente em H,0,, porém a reagdo ¢ muito
mais efetiva se for catalisada pelas SODs (SCANDALIOS, 1993). A agao
conjunta das SODs e das CATs reduz o risco da formacdo de "OH, espécie
quimica de elevada reatividade (SCANDALIOS, 1993). Entretanto, o H,O,
produzido representa uma outra espécie potencialmente toxica que deve ser, da
mesma forma, rapidamente eliminada do metabolismo (FOYER et al., 1994). A
acdo combinada das SODs, das CATs e de POXs de diversos tipos na presenga
de substancias antioxidantes de baixo peso molecular como o ascorbato, por
exemplo, pode efetivamente eliminar, varrer e, ou, imobilizar espécies toxicas de
oxigénio (SCANDALIOS, 1993 e SIEGEL, 1993).

As SODs funcionam, portanto, como primeira linha de defesa celular
contra a oxidagdo dos lipidios das membranas (SCANDALIOS, 1993). Em
seguida, as CATs, enzimas que apresentam elevado giro, poderiam destruir o
H,0, formado. Contudo, em razdo de seu peso molecular elevado (248 kDa), da
mobilidade difusional limitada (FOYER et al., 1994) e da baixa afinidade pelo
substrato (CAKMAK et al., 1993), sua eficiéncia na remogao desses perdxidos €
menor que a das POXs (32,5 a 42,0 kDa). Como as SODs, as CATs e as POXs
sdo importantes enzimas do sistema de defesa das plantas contra radicais de
oxigénio livres, o aumento da atividade dessas enzimas pode ser considerado

uma evidéncia circunstancial da producdo desses radicais (CAKMAK e HORST, 1991).
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A atividade das oxidases dos polifendis (POLs) também tem sido
utilizada como parametro de avaliacdo da peroxidagdo de lipidios e da produgdo
de compostos fenolicos (MAYER, 1987). Essas enzimas catalisam a 0-
hidroxilagdo de monofendis e a oxidacdo de o-difendis para o-diquinonas
(VAUGHN e DUKE, 1984). Compostos fenolicos sdao substincias que
apresentam pelo menos um grupo hidroxila ou um derivado funcional ligado a
um sistema de anel aromatico (HESS, 1975). Os compostos fenolicos sdo
classificados em quatro grupos: os fenois simples, que apresentam um anel
aromatico ¢ uma ou mais hidroxilas; os fenois de acidos carboxilicos, grupo ao
qual pertence o acido galico; os fendis derivados dos fenilpropanos, que incluem
os acidos cinamicos, as cumarinas € as ligninas e; os fendis derivados da flavana,
que englobam, dentre outros, os flavanoides e as antocianinas (HESS, 1975). A
biossintese desses compostos pode seguir trés rotas basicas: a rota do chiquimato,
mais importante para vegetais superiores; a rota do acetato-malonato, utilizada
para a sintese de anéis aromaticos e flavana e; a rota do acetato-mevalonato,
relacionada a formagao de terpenos ciclicos (HESS, 1975).

As POLs, enzimas que apresentam cobre na sua estrutura, ocorrem no
estado latente ou em formas multiplas (SIEGEL, 1993). Essas enzimas sdo
codificadas por genes nucleares e, nas folhas, encontram-se associadas as
membranas dos tilacdéides (MAYER, 1987 e SIEGEL, 1993). A sua atividade tem
sido, em alguns casos, atribuida as POXs, uma vez que ambas podem oxidar os
mesmos tipos de substratos (VAUGHN e DUKE, 1984). Embora a ocorréncia da
atividade de POXs e de POLs ndo seja comum em uma mesma planta, KAR e
MISHRA (1976) verificaram o aumento da atividade dessas enzimas em folhas
de plantas de arroz durante a senescéncia. Em plantas de Vicia faba, a ativagao da
catecol oxidase latente pode ser obtida tanto pela redu¢do do pH quanto pela
liberacdo de acidos graxos livres (MAYER, 1987). O mesmo ocorre quando a
enzima € isolada a partir de tilacdides de folhas de espinafre, onde o &cido
linolénico pode promover a reativacdo completa da atividade da enzima, que ¢

perdida durante os procedimentos de extragao (MAYER, 1987).
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lipidios das membranas ¢ o das lipoxigenases (LOXs) (KUMAR e KNOWLES,
1993). As LOXs fazem parte de uma classe de dioxigenases que apresentam
ferro do tipo ndo-heme na sua estrutura (GEERTS et al., 1994). Essas enzimas
catalisam a dioxigenacdo de acidos graxos insaturados contendo grupamentos
1,4-cis-cis-pentadieno, produzindo monohidroperoxidos cis-trans conjugados
(AXELROD et al., 1981 e SANZ et al., 1992). As quebras subseqlientes dos
hidroperoxidos geram grupos carbonilicos susceptiveis a isomerizacdo, a
polimerizagdo e a producao de radicais livres (GUTTERIDGE e HALLIWELL,
1990 ¢ BOWSHER et al., 1992). As LOXs estdo amplamente distribuidas na
natureza numa grande variedade de plantas superiores (BENEYTOUT et al.,
1989). A sua atividade tem sido relacionada aos processos de envelhecimento
dos tecidos de animais e de vegetais, a defesa contra ataque de patogenos e
pragas e, também, a sintese de moléculas regulatérias como o acido jasmonico, o
metil jasmonato e o 4cido abscisico (GEERTS et al., 1994).

A maior parte das LOXs mostra preferéncia por acidos graxos livres e
apresenta baixa reatividade a formas esterificadas (BARCLAY e McKERSIE,
1994). Os 4cidos linoléico e linolénico, substratos preferenciais para as LOXs,
sdo, também, importantes constituintes dos fosfolipidios das membranas
plasmaticas dos vegetais. A liberacdo de acidos graxos livres catalisada pelas
fosfolipases parece ser um pré-requisito obrigatorio para a acao das LOXs
(KUMAR e KNOWLES, 1993). A localizacao subcelular das LOXs ¢ duvidosa,
mas acredita-se que essas enzimas tenham estreito relacionamento com as
membranas (ROUET-MAYER et al., 1992), embora sejam encontradas, também,
soliveis no citoplasma (BOWSHER et al., 1992). Segundo CHEOUR et al.
(1992), o aumento da atividade especifica das LOXs ocorre paralelamente a

elevacdo na concentragdo relativa de acidos graxos insaturados.
As amonia liases da fenilalanina (PALs) catalisam a conversdo da

L-fenilalanina em 4cido trams-cindmico na primeira etapa da rota dos
fenilpropanoides, a via metabodlica que fornece precursores para a biossintese de
flavandides, lignina, protetores contra raios UV, compostos fendlicos, taninos e

fitoalexinas (SNOWDEN et al., 1995 ¢ DOUGLAS, 1996). O metabolismo dos
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fenilpropanodides ¢ ativado em resposta a diversos fatores ambientais e,
principalmente, sob condi¢cdes de estresse. A ocorréncia de correlagdo
positiva entre a atividade das PALs e a biossintese de precursores de
lignina, flavanodides e outros fenilpropanodides tem levado os pesquisadores a
sugerirem que essas enzimas representam o principal ponto de controle da sintese
de compostos secundarios (JONES, 1984). WHETTEN e SEDEROFF (1995),
contudo, relataram que, em plantas transgénicas de fumo, a reducdo na atividade
das PALs ndo apresenta grande influéncia sobre o acimulo de lignina.

Diversas isoenzimas da PAL tém sido identificadas. A expressdo dessas
1soenzimas ¢ controlada por uma familia de genes que sdo regulados de maneira
diferente em cada 6rgdo da planta e, também, em func¢do da intensidade e duragao
do estresse (JONES, 1984). Segundo DOUGLAS (1996), os genes da via
chiquimato-aminoacidos aromadticos e, também, os do metabolismo dos
fenilpropanoides sdo regulados ao nivel de transcricdo. Em raizes de trigo, um
gene induzido por Al codifica uma proteina com alta homologia para as PALs
(SNOWDEN e GARDNER, 1993 ¢ SNOWDEN et al., 1995). Contudo, existem
evidéncias de que o cinamato, produto final da reacdo catalisada pelas PALs, e,
também, outros derivados do hidroxicinamato podem alterar o nivel de resposta
das enzimas (CAMPBELL e ELLIS, 1992). Uma possibilidade levantada por
JONES (1984) ¢ de que o cinamato poderia afetar o processamento e, ou, a
tradu¢do dos mRNAs das PALs, uma vez que a aplicacdo exogena de
intermediarios do ciclo inibe e, ou, reduz a atividade das enzimas. O significado
fisiologico da inibicdo da atividade das PALs pelo produto final depende da
concentracdo local e da compartimentalizagdo. Como o aumento inicial da
atividade da enzima resulta, geralmente, no incremento da producao de cinamato,
a existéncia de algum mecanismo de quebra proteolitica deve ser considerada
(JONES, 1984). A presenca de anéis aromaticos hidrofébicos, de ligagdes duplas
e de grupos carboxilicos em derivados sintéticos do cinamato parece ser essencial
a manutencdo da atividade inibitoria das PALs (SATO et al., 1982). Resultados

de wvarios estudos indicam que, além da fenilalanina, as enzimas em
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monocotiledoneas podem utilizar a tirosina como substrato (ROSLER et al.,
1997). Segundo ROSLER et al. (1997), diversos fatores podem regular a
concentracdo desses aminodcidos aromadticos no citossol, principalmente a
expressao diferencial das enzimas desidratases e desidrogenases do arogenato ou,
ainda, a contribuicao diferencial das rotas plastidicas e citossolicas do corismato
para a fenilalanina e tirosina.

A lignina ¢ uma substancia natural formada pela polimerizacdo de
diversos mondmeros de fenilpropandides, sistemas aromadticos derivados da
fenilalanina aos quais se ligam trés 4tomos de carbono (LEWIS e YAMAMOTO,
1990). Os compostos intermediarios da biossintese de lignina sdo produzidos
pela via do &cido chiquimico que também ¢ utilizada na sintese dos aminoacidos
aromaticos (DIXON e PAIVA, 1995). A produc¢dao dos monolignoéis, alcoois
hidroxicinamicos, precursores imediatos da lignina, envolve duas etapas
enzimaticas catalisadas pelas redutases dos ésteres cinamilicos-CoA (CCRs) e
pelas desidrogenases dos alcoois cinamilicos (CADs). A oxidacdo dos alcoois
hidroxicinamicos ¢ catalisada por POXs e, ou, por POLs, resultando na producao
de radicais fenoxi-mesoméricos que reagem espontaneamente durante a
deposic¢do da lignina na parede celular (TAKAHAMA et al., 1996 e SATO et al.,
1997). Embora a atividade das CADs seja observada também em tecidos nao
lignificados, a participagdo dessas enzimas na Ultima etapa do processo de
biossintese de lignina torna-as marcadoras especificas da lignificacdo
(DOUGLAS, 1996). A atividade das CADs ¢, geralmente, aumentada sob
condicdes de estresse, o que resulta num maior acimulo de lignina (MITCHELL
et al., 1994). A deposicdo de lignina ocorre, freqiientemente, como parte da
resposta das plantas a varios tipos de estresses. Esse importante componente
estrutural da parede serve, também, como mecanismo de protecao das células
contra o excesso de radicais de oxigénio livres, que sdo consumidos em reagdes
de peroxidacao na etapa final da polimerizacdo e deposi¢ao da lignina na parede

celular (SIEGEL, 1993).
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3. MATERIAL E METODOS

Nos experimentos, utilizaram-se dois cultivares hibridos de sorgo
(Sorghum bicolor (L.) Moench) procedentes do Centro Nacional de Pesquisas do
Milho e do Sorgo (CNPMS/EMBRAPA), localizado em Sete Lagoas, MG, sendo
um tolerante (BROO6R) e o outro sensivel (BRO07A) ao Al.

As sementes, apds esterilizagdo superficial com hipoclorito de sdédio
0,5% (v/v) durante 15 min, foram lavadas com agua desmineralizada e, entdo,
colocadas para germinar em cartuchos de papel do tipo germiteste, pH neutro,
imersos em béqueres contendo solugdao nutritiva de CLARK (1975) a um terco
da concentracdo original, sob aeracdo constante. Os béqueres, cobertos com
sacos plasticos, foram mantidos em sala de crescimento com densidade de fluxo
luminoso de 230 pmoles de fotons m™s™, fotoperiodo de 16 h e temperatura de 25+3°C.
Apos sete dias, as plantulas foram selecionadas e transferidas para vasos de
polietileno pintados externamente de preto contendo 1,6 litros de solugdo
nutritiva de CLARK (1975), pH 4,0, na presenca ou ndo do Al. As plantulas
foram cultivadas em sala de crescimento, nas mesmas condi¢cdes mencionadas
anteriormente. Nos tratamentos com Al, as plantulas de ambos os cultivares
foram submetidas a concentracao de 0,185 mM, na forma de Al,(SO4);.18 H,O.
As corregdes do pH e do volume das solugdes foram efetuadas diariamente. Para

o experimento de isolamento das membranas, as plantulas foram previamente
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cultivadas por cinco dias em solucao nutritiva de CLARK (1975), pH 4,0, antes
de serem submetidas aos tratamentos com Al.

Apo6s dez dias de cultivo, as plantas foram coletadas, lavadas em agua
desmineralizada e subdivididas em parte aérea e sistema radicular. Amostras

frescas desses tecidos foram removidas para serem utilizadas nos experimentos.

3.1. Isolamento e purificacio da membrana plasmatica

Fragdes purificadas da membrana plasmatica foram obtidas a partir de
tecidos do sistema radicular de ambos os cultivares, utilizando-se o método
proposto por LARRSON et al. (1987), que consiste no isolamento das
membranas pela particdo da fragdo microssomal em um sistema aquoso de duas
fases de polimeros. Amostras de raizes pesando 5 g para os experimentos com
apices radiculares (menores que 2,5 cm) e 25 g para os experimentos com o
sistema radicular completo (do é4pice das raizes at¢ o colo da planta) foram
trituradas com N, liquido em almofariz de porcelana na presenga de meio de
homogeneizacdo constituido de sacarose 250 mM, EDTA 2 mM e ditiotreitol
I mM em tampao de Tris-HCl 10 mM, pH 7,5, na proporc¢ao de 4 ml por g de
matéria fresca. O material obtido 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 residuo foi ressuspenso em 1,2 ml de
meio de preparagdo constituido de sacarose 330 mM e KCl 3 mM em tampao de
fosfato de potassio 5 mM, pH 7,8, originando a fragdo microssomal. Em seguida,
I ml dessa fracao foi adicionado a 7 g de um sistema aquoso de duas fases de
polimeros constituido de Dextran T-500 6,2% (p/p), polietileno glicol (PEG-
6000) 6,2% (p/p), sacarose 330 mM e KCI 3 mM em tampao de fosfato de
potassio 5 mM, pH 7,8 (WIDELL et al., 1982 e LARSSON et al., 1987). O
sistema foi submetido a varias inversoes e, em seguida, centrifugado a 1.500 xg

por 5 min em rotor do tipo “balde-oscilante”. Cerca de 90% da fase superior (S;)
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foi cuidadosamente removida com pipeta de Pasteur e, entdo, adicionada a 4 ml
de uma fase inferior preparada segundo a metodologia de WIDELL et al. (1982).
O esquema foi repetido por mais duas vezes, obtendo-se as fases superiores S, €
S;. Apos a diluigdo da fase S; com 8 ml de solucao contendo sacarose 330 mM
em tampao de fosfato de potassio 5 mM, pH 7,8, submeteu-se o sistema a ultra-
centrifugacdo a 75.000 xg durante 1 h. O residuo obtido foi ressuspenso em
1,6 ml da mesma solugao anterior e constituiu a fracao purificada das membranas
plasmaticas. Todas as etapas necessdrias aos processos de extracdo e de

purificacdo das membranas foram realizadas a 4°C.

3.2. Determinacio da atividade da H'-ATPase

A atividade da H'-ATPase foi determinada de acordo com a metodologia
proposta por BOURGEADE e BOYER (1994), porém com modificagoes.
Vinte pl de fracdo purificada da membrana plasmatica foram adicionados ao
meio de reagdo constituido de sacarose 125 mM, KCl 50 mM, MgSO,4-ATP 3
mM, (NH4)¢M0,0,4 0,1 mM e Triton X-100 0,02% (v/v) em tampao de Tris-Mes
30 mM, pH 6,5, num volume final de 0,5 ml, que foi incubado a 28°C. Apds 20
min, a reacao foi interrompida pela adi¢do de 3,5 ml de solucdo contendo sédio
duodecil sulfato (SDS) 7,0% (p/v) e (NH4)sM0,0,4 4,17 mM em H,SO,4 1,6 N.
Para a determinacdo da quantidade de fosfato inorganico (Pi) liberado,
adicionou-se, entdo, 1,0 ml de uma solugdao de SnCl, 4,44 mM e (NH,),H,SO,
30,8 mM em H,SO4 0,6 N (WINGSTRAND e LINDBERG, 1982). O teor de
proteina nas aliquotas da fragdo purificada da membrana plasmatica foi
determinado pelo método de MARKWELL et al. (1978). A atividade da H'-

ATPase foi expressa em PUmoles de Pi liberado por hora e por mg de proteina.
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3.3. Determinaciao da composicao dos acidos graxos

3.3.1. Na fracio purificada das membranas plasmaticas

A aliquota de 1 ml da fracdo purificada das membranas plasmaticas
foram adicionados, seqiiencialmente, 5 ml de isopropanol fervente, 5 ml de
metanol, 20 ml de cloroférmio, 45 pl de butil-hidroxitoluol (BHT) em
cloroformio 0,5 % (p/v) e 0,216 mg de heptadecanoato como padrao interno
(PALTA et al., 1993 ¢ RYYPPO et al., 1994). Os tubos foram, entdo, fechados
sob fluxo de N, e agitados a 4°C por 1 h. Em seguida, sob succao leve, a solucao
foi filtrada para se retirar os materiais insoliiveis. Os contaminantes soliveis em
dgua foram removidos por meio do seguinte procedimento: inicialmente,
adicionaram-se 6 ml de solucdo contendo KCI 0,37% (p/v) em
cloroformio:metanol:dgua (3:48:47, v/v). A mistura foi vigorosamente agitada e,
entdo, centrifugada a 1.500 xg por 10 min para facilitar a separagdo das fases. A
fase superior foi descartada sob suc¢do e, em seguida, a interface foi lavada por 3
vezes com a mesma solucao de cloroférmio:metanol:agua (3:48:47, v/v), exceto
pela exclusdo do KCl. A fase inferior, contendo os fluidos de lavagem
remanescentes, foram adicionados 15 ml de metanol, o que possibilitou a
formacao de uma fase tinica ap6s a homogeneizacao do sistema (FOLCH et al.,
1957). A solugdo obtida contendo os lipidios totais da membrana foi evaporada a
vacuo. O material evaporado foi solubilizado com 1,5 ml de cloroférmio. Os
acidos graxos dos lipidios totais da fracdo purificada da membrana plasmatica
foram, entdo, liberados por hidrolise alcalina apds a adicdo de 1 ml de KOH-
metanolico 0,5 M e do subseqiiente aquecimento a 100°C durante 5 min (JHAM
et al., 1982). A esterificacdo dos acidos graxos foi efetuada pela adi¢ao de 400 pl
da mistura de HCI concentrado:metanol (4:1, v/v) e do aquecimento a 100°C por
mais 15 min. Em seguida, apds o resfriamento e adicdo de 2 ml de agua a cada
tubo de ensaio contendo os ésteres metilicos dos acidos graxos (EMAGs),

efetuou-se a sua extracdo com 3 ml de éter de petroleo. Os EMAGS, apds nova

19



extracdo com 3 ml de éter de petrdleo, foram submetidos a “secagem” sobre
Na,SO4-anidro (JHAM et al., 1982). O solvente foi evaporado a vacuo e os
EMAGs remanescentes foram, entdo, solubilizados em 1,0 ml de hexano. Em
seguida, os EMAGs foram analisados pelo método do padrio interno em
cromatdgrafo a gas (Shimadzu, 9-AM) equipado com integrador de area
(Shimadzu, C-R6A), detector de ionizagdo de chama e coluna capilar de 30 m x
0,25 mm (d.1.) de Carbowax-20M 10%. A temperatura da coluna foi programada
para aumentar de 150 a 200°C, numa taxa de 2°C por min, mantendo-se a 200°C
por 15 min. As temperaturas do injetor e do detector foram mantidas em 200 e
250°C, respectivamente. O gas de arraste foi o nitrogénio a 50 cm’min™', sendo
os EMAGs individuais identificados pela comparagao com padrdes auténticos.
ApoOs a obtencdo dos resultados, foram calculados o indice de ligagdes
duplas para 4cidos graxos com dezoito carbonos (ILDgg = %mol
[18:1H18:2x2)H18:3x3))/100) e as relacdes entre os conteudos de acidos graxos
insaturados/acidos graxos saturados (AGI/AGS = %mol [16:1+18:1H18:2x2)H18:3x3)/
%mol (16:0+18:0)]), 4acido linoléico/acido palmitico (18:2/16:0) e 4acido
linoléico/acido linolénico (18:2/18:3) (PALTA etal., 1993 e RYYPOO et al., 1994).

3.3.2. Nos tecidos radiculares

A composi¢ao de 4cidos graxos dos lipidios totais de tecidos radiculares
das plantas foi determinada utilizando-se o procedimento proposto por FOLCH
et al. (1957). Amostras de raizes apresentando 2,5 g de tecidos foram

homogeneizadas com N, liquido por 10 min em almofariz de porcelana e

extraidas com 50 ml de cloroférmio:metanol (2:1, v/v) adicionado de 0,2 ml de
BHT 0,5% (p/v) em cloroformio e 1,080 mg de heptadecanoato como padrdo
interno. As amostras foram filtradas sob succdo leve e, entdo, submetidas aos
mesmos procedimentos descritos no item 3.3.1 desta secdo, objetivando-se a
retirada dos contaminantes soltiveis em agua (FOLCH et al., 1957). A solugdo

obtida contendo os lipidios totais dos tecidos radiculares foi, entdo, evaporada a
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vacuo. O material evaporado foi solubilizado em 1,5 ml de cloroférmio, sendo os
lipidios totais submetidos a hidrélise alcalina e a esterificagdo para a obtencao
dos EMAGs da mesma maneira descrita no item 3.3.1 desta secao (JHAM et al.,
1982). Em seguida, os EMAGs foram analisados pelo método do padrao interno
em cromatografo a gas (Varian, 2100) equipado com integrador de area
(Shimadzu, C-R6A), detector de ionizacdo de chama e coluna de 2 m x 2 mm
(d.1.) de FFAP 20% em Chromosorb W 60/80. As temperaturas da coluna, do
injetor e do detector foram mantidas em 200, 220 e 230°C, respectivamente. O
gas de arraste foi o nitrogénio a 20 cm’min’, sendo os EMAGs individuais
identificados pela comparagdo com padrdes auténticos.

Apds a obtencdo dos resultados, também foram calculados o indice de
ligacdes duplas para acidos graxos com dezoito carbonos (ILDcig = %omol
[18:1H18:2x2)H18:3x3))/100) e as relacdes entre os conteudos de acidos graxos
insaturados/acidos graxos saturados (AGI/AGS = %mol [16:1+18:1-H18:2x2)H18:3x3)/
%mol (16:0+18:0)]), acido linoléico/acido palmitico (18:2/16:0) e 4cido
linoléico/acido linolénico (18:2/18:3) (PALTA etal., 1993 e RYYPOO et al., 1994).

3.4. Determinacio da peroxidacio dos lipidios
3.4.1. Formacao do complexo MDA-TBA

3.4.1.1. Na fracdo purificada das membranas plasmaticas

A peroxidagdo dos lipidios foi medida pela determinacdo da quantidade
formada de malonaldeido (MDA), um produto final da peroxidagdo dos lipidios,
utilizando-se o teste do acido tiobarbiturico (TBA) (HEATH e PACKER, 1968).
A aliquota de 20 pl da fragio purificada da membrana plasmatica foram
adicionados, seqiiencialmente, 0,1 ml de BHT 0,22% (p/v) em etanol, 1,5 ml de
tampao de glicina-HCI 0,2 M, pH 3,6, 1,5 ml de reagente TBA 0,5% (p/v),
contendo SDS 0,3% (p/v) e 0,1 ml de solu¢dao de FeCl;.6 H,O 0,27% (p/v). Os

tubos de ensaio foram fechados e, em seguida, aquecidos por 15 min a 95°C.
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ApoOs o aquecimento, os tubos foram resfriados em gelo e, entdo, adicionaram-se
I ml de acido acético glacial e 2 ml de cloroférmio (ASAKAWA e
MATSUSHITA, 1980). A mistura foi agitada vigorosamente e, em seguida,
centrifugada por 5 min a 1.500 xg. A absorvancia do sobrenadante a 532 nm foi
subtraida do valor obtido a 660 nm, relativo a absor¢cdo ndo especifica. Um
“branco” foi conduzido paralelamente, no qual a aliquota de 20 pl da fracao
purificada das membranas plasmaticas nao foi adicionada. A quantidade formada

do complexo MDA-TBA foi determinada utilizando-se, para os calculos, o

coeficiente de extingdo molar de 155 mM-! cm~! (HEATH e PACKER, 1968).

3.4.1.2. Nos tecidos radiculares e na parte aérea

A peroxidacao dos lipidios foi determinada segundo a metodologia de
CAKMAK e HORST (1991). Tecidos do sistema radicular e da parte aérea
pesando 0,2 g foram homogeneizados com 4 ml de acido tricloroacético (TCA)
1% (p/v) em almofariz de porcelana. O material obtido foi filtrado através de
quatro camadas de gaze e centrifugado por 15 min a 12.000 xg. Todas as etapas
necessarias ao processo de extragdo foram conduzidas a 4°C. Em seguida,
aliquotas de 1 ml dos sobrenadantes foram adicionadas a 3 ml de TBA 0,5%
(p/v) em TCA 20% (p/v). Os tubos de ensaio foram fechados ¢ incubados em
banho-maria por 2 h a 95°C, sob agitacdo. A reagdo foi interrompida pela
transferéncia dos tubos de ensaio para banho de gelo. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas a 9.000 xg por 10 min, sendo a absorvancia dos
sobrenadantes lida a 532 ¢ 660 nm. A quantidade formada do complexo MDA-
TBA foi determinada utilizando-se, para os calculos, o coeficiente de extingao

molar de 155 mM'ecm™ (HEATH e PACKER, 1968).
3.4.2. Producio de aldeidos volateis

Aldeidos volateis foram determinados pela metodologia desenvolvida
por HARMAN et al. (1982), porém com modificagdes (SANTOS et al., 1993).

Para a extragdo dos aldeidos, foram adicionados 0,2 g de tecidos do sistema
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radicular e da parte aérea aos tubos de ensaio contendo 5 ml de etanol 2% (v/v).
Os tubos foram fechados e agitados durante 2 h a 25°C. Posteriormente,
aliquotas de 1 ml foram removidas para tubos de ensaio contendo 1 ml de 3-
metil-2-benzotiazolona hidrazona (MBTH) 0,1% (p/v), adicionando-se, entdo,
2,5 ml de FeCl;.6 H,O 0,23% (p/v). Apos 5 min de incubacdo, adicionaram-se
6,0 ml de acetona e, em seguida a agitacdo dos tubos, as absorvancias das
amostras foram lidas a 635 nm. A quantidade de aldeidos volateis liberados pelas
amostras foi expressa em termos da massa de formaldeido produzido, que foi

utilizado como padrdo numa curva de calibragdao (REIS et al., 1989).

3.5. Determinacao da atividade enzimatica

3.5.1. Peroxidases (POXs, EC 1.11.1.7)

O extrato enzimatico bruto, para a determinagao da atividade das POXs,
foi obtido pela homogeneizagdo de 0,2 g de tecidos frescos do sistema radicular e
da parte aérea com 10 ml de solucdo de extragdao constituida de EDTA 0,1 mM
em tampao de fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8, num almofariz de porcelana. O
homogeneizado foi filtrado através de quatro camadas de gaze e, entdo,
centrifugado por 20 min a 12.000 xg. O sobrenadante foi utilizado no teste
enzimatico. Todas as etapas necessarias ao processo foram executadas a 4°C.

A atividade das POXs nos tecidos do sistema radicular e da parte aérea
foi determinada pelo método de KAR e MISHRA (1976). Aliquotas de 100 pl do
extrato enzimatico bruto diluido para 1:25 (v/v) com solu¢do de extragdo foram
adicionadas a 4,9 ml de uma mistura de reagao contendo tampao de fosfato de
potassio 25 mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e H,O, 20 mM. Apoés incubagdo da
solucdo por 1 min a 25°C, a reagdo foi interrompida pela adi¢ao 0,5 ml de H,SO,
5% (v/v) e a absorvancia da solugdo, entdo, lida a 420 nm contra um “branco”
em que enzima foi previamente inativada pela adicdo de 0,5 ml de H,SO, 5%
(v/v). A atividade das POXs foi determinada pela medicdo da quantidade de
purpurogalina formada utilizando-se, para os célculos, o coeficiente de extingdo

molar de 2,47 mM'em™ (CHANCE e MAEHLEY, 1955).
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3.5.2. Peroxidases do ascorbato (APXs, EC 1.11.1.11)

Para a obtencao do extrato enzimatico bruto do sistema radicular ¢ da
parte aérea das plantas, 0,2 g de tecidos frescos foram macerados num almofariz
de porcelana com 4 ml de solugdo de extracao constituida de ascorbato 1 mM e
EDTA 1 mM em tampao de fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 (NAKANO e
ASADA, 1981). O homogeneizado foi filtrado através de quatro camadas de
gaze e, entdo, centrifugado por 15 min a 12.000 xg. O sobrenadante foi utilizado
no teste enzimatico. Todas as etapas necessarias a obtengdo do extrato
enzimatico bruto foram executadas a 4°C.

A atividade das APXs foi determinada de acordo com o método de
NAKANO e ASADA (1981), porém modificado por KOSHIBA (1993). Aos
2,9 ml da mistura de reagao constituida de ascorbato 0,8 mM ¢ H,O, 1,0 mM em
tampao de fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0, adicionaram-se 100 pl do extrato
enzimatico bruto. O experimento, iniciado pela adicdo do H,O, a mistura de
reacdo, teve o decréscimo na absorvancia das amostras a 290 nm registrado no
intervalo de 20 a 40 segundos ap0s a sua incorporacao. A atividade da enzima foi
determinada utilizando-se, para os calculos, o coeficiente de extingdo molar de

2,8 mM'cm” (NAKANO e ASADA, 1981).

3.5.3. Catalases (CATs, EC 1.11.1.6)

O extrato enzimadtico bruto, para a determinagdo da atividade das CATs,
foi obtido pela homogeneizacao de 0,2 g de tecidos frescos do sistema radicular e
da parte aérea com 10 ml de solucdo de extragdo constituida de EDTA 0,1 mM
em tampao de fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8, num almofariz de porcelana. O
homogeneizado foi filtrado através de quatro camadas de gaze e, entdo,
centrifugado por 20 min a 12.000 xg. O sobrenadante foi utilizado no teste
enzimatico. Todas as etapas necessarias ao processo foram executadas a 4°C.

A atividade das CATs nos tecidos do sistema radicular e da parte aérea

foi determinada apds a adicdo de 100 pl do extrato enzimatico bruto a 2,9 ml de
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meio de reacdo constituido de H,O, 12,5 mM em tampao de fosfato de potéssio
50 mM, pH 7,0, a 30°C (HAVIR e McHALE, 1987). A atividade da enzima foi
determinada pelo decréscimo na absorvancia a 240 nm utilizando-se, para os
calculos, o coeficiente de extingdo molar de 36 M'cm™” (ANDERSON et al.,
1995).

3.5.4. Dismutases do superoxido (SODs, EC 1.15.1.1)

O extrato enzimatico bruto, para a determinagao da atividade das SODs,
foi obtido pela homogeneizagdo de 0,2 g de tecidos frescos do sistema radicular e
da parte aérea com 10 ml de solucdo de extragdao constituida de EDTA 0,1 mM
em tampao de fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8, num almofariz de porcelana. O
homogeneizado foi filtrado através de quatro camadas de gaze e, entdo,
centrifugado por 20 min a 12.000 xg. O sobrenadante foi utilizado no teste
enzimatico. Todas as etapas necessarias ao processo foram executadas a 4°C.

A mistura de reacio constituida de metionina 13 mM, azul de p-nitro
tetrazolio (NBT) 75 uM, EDTA 100 nM e riboflavina 2 pM em tampao de
fosfato de sédio 50 mM, pH 7,8 (Del LONGO et al., 1993) adicionaram-se
50 pl do extrato enzimatico bruto. A reacdo foi conduzida a 25°C numa camara
de reacao sob a iluminag¢ao de uma lampada fluorescente de 15 W mantida no
interior de uma caixa coberta com papel aluminio. A reacdo foi iniciada pela
ligacdo da lampada fluorescente e, ap6s 5 min, interrompida pelo desligamento
da mesma (GIANNOPOLITIS e RIES, 1977). A producao de formazana azul,
resultante da fotorreducao do NBT, foi medida pela determinagdo do incremento
na absorvancia a 560 nm, que foi subtraido de um “branco” no qual a mistura de
reagdo foi mantida no escuro. Uma unidade das SODs foi definida como a

quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorreducdo do NBT

(BEAUCHAMP e FRIDOVICH, 1971).
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3.5.5. Oxidases dos polifendis (POLs, EC 1.10.3.2, EC 1.10.3.1 e EC 1.14.18.1)

A atividade das POLs nos tecidos do sistema radicular ¢ da parte aérea
foi determinada utilizando-se a mesma metodologia empregada para a medicao
da atividade das POXs (KAR e MISHRA, 1976). A obtengdao do extrato
enzimatico bruto, as dilui¢des, o tempo de incubagdo, a forma de interrupcao da
reagdo ¢ a concentragao dos componentes do meio de reagdo foram, também, os

mesmos utilizados no experimento das POXs, exceto pela exclusao do H,O, do

meio de incubacdo. A atividade das POLs foi determinada a 420 nm pela
medicao da quantidade de purpurogalina formada utilizando-se, para os calculos,

o coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM'ecm™ (CHANCE e MAEHLEY, 1955).

3.5.6. Lipoxigenases (LOXs, EC 1.13.11.12)

O extrato enzimatico bruto, para a determinagdo da atividade das LOXs,
foi obtido pela homogeneizagdo de 0,2 g de tecidos frescos do sistema radicular e
da parte aérea com 10 ml de solugdo de extragdo constituida de tampao de
fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8, num almofariz de porcelana. O
homogeneizado foi filtrado através de quatro camadas de gaze e, entdo,
centrifugado por 20 min a 12.000 xg. O sobrenadante foi utilizado nos testes
enzimaticos. Todas as etapas necessarias ao processo de extragdo foram
executadas a 4°C.

Para a determinagdo da atividade enzimatica utilizou-se uma mistura de
4 ul de linoleato de sodio 10 mM em Tween-20 0,36% (v/v) (AXELROD et al.,
1981) e 2,0 ml de tampao de fosfato de s6dio 0,05 M, pH 6,0. Ao meio de reagao
foram adicionados 33 pl do extrato enzimatico bruto e, entdo, o aumento na
absorvancia a 234 nm foi registrado durante 1,5 min a 25°C. A atividade da
enzima foi medida utilizando-se, para os calculos, o coeficiente de extingao

molar de 25.000 M'em™ (AXELROD et al., 1981).
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3.5.7. Amonia liases da fenilalanina (PALSs, EC 4.3.1.5)

Para a obtencao do extrato enzimatico bruto do sistema radicular ¢ da
parte aérea das PALs, 0,15 g de tecidos frescos foram macerados em almofariz
de porcelana com 15 ml de solugdo de extragdo constituida de B-mercaptoetanol
20 mM em tampao de borato de sddio 0,1 M, pH 8,8, na presenca de 5% (p/p) de
polivinilpirrolidona insolivel (CAHILL e McCOMB, 1992). O homogeneizado
foi filtrado através de quatro camadas de gaze e, entdo, centrifugado por 10 min
a 12.000 xg. O sobrenadante foi utilizado no teste enzimdatico. Todas as etapas
necessarias a obtencao do extrato enzimatico bruto foram executadas a 4°C.

A atividade da enzima foi determinada pela adicdo de 1 ml do extrato
enzimatico bruto ao meio de reac¢do constituido de 1 ml de tampao de borato de
sodio 0,2 M, pH 8,8 ¢ 1 ml de L-fenilalanina 0,1 M (CAHILL e McCOMB,
1992). Apos a incubacgdo por 1 h a 30°C, a reagdo foi interrompida pela adig¢do de
0,1 ml de solugdao de HC1 6 N (KOUKOL e CONN, 1961). Um “branco”, onde a
enzima foi inativada previamente pela adicdo de 0,1 ml de HCI 6 N, correu
paralelamente ao experimento. A atividade da enzima foi determinada a 290 nm
pela medi¢do da quantidade de acido trans-cindmico formado utilizando-se, para

os calculos, o coeficiente de extingdo molar de 10* mM'em™ (ZUCKER, 1965).

3.5.8. Desidrogenases do alcoois cinamilicos (CADs, EC 1.1.1.195)

Para a obten¢dao do extrato enzimatico bruto do sistema radicular e da
parte aérea das CADs, 0,2 g de tecidos frescos foram macerados em almofariz de
porcelana com 3 ml de solugdo extratora constituida de [3-mercaptoetanol 40
mM em tampao de fosfato de potassio 100 mM, pH 7,3 (MITCHELL et al.,
1994). O homogeneizado foi filtrado através de quatro camadas de gaze e, entao,
centrifugado por 10 min a 10.000 xg. O sobrenadante foi utilizado no teste
enzimatico. Todas as etapas necessarias a obtencdo do extrato enzimdtico bruto

foram executadas a 4°C.
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A atividade da enzima foi determinada pela adicao de 200 pl do extrato
enzimatico bruto a 2,8 ml de uma mistura de reacdo composta de alcool sinapil
100 uM, NADP" 100 uM e tampdo de Tris-HC1 100 uM, pH 9,3, utilizando-se a
técnica proposta por WYRAMBIK e GRISEBACH (1975), porém modificada
por MITCHELL et al. (1994). A mistura foi incubada durante 1,5 min a 30°C. A
atividade da enzima foi medida pelo aumento na absorvancia a 340 nm
utilizando-se, para os célculos, o coeficiente de extingdo molar de 6,22 mM'em’!

(WYRAMBIK e GRISEBACH, 1975).

3.6. Determinaciao de compostos fendlicos

3.6.1. Lignina

Amostras de raizes pesando 0,2 g de matéria fresca foram maceradas
com 5 ml de etanol 95%. Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado por
5 min a 1.000 xg (MORRISON, 1972, modificado por SASAKI et al., 1996). O
sobrenadante foi descartado e o precipitado “lavado” por trés vezes em etanol
95% e, por mais duas vezes, em mistura de etanol:hexano (1:2, v/v) sob agitagdao
vigorosa. Os precipitados foram secos ao ar e, em seguida, novamente pesados.
Amostras contendo 10 mg de tecidos foram “lavadas” com 1 ml de brometo de
acetila 25% (v/v) em &cido acético glacial sob agitacdo. Apos a eliminagdo da
solucdo por decantagdo, adicionou-se, novamente, 1 ml da solu¢cdo de brometo de
acetila 25% (v/v) em &cido acético glacial. As amostras foram, entdo, incubadas
nessa solucdo durante 30 min a 70°C. Os tubos de ensaio foram resfriados a
temperatura ambiente. Entdo, adicionaram-se 0,9 ml de solu¢do de NaOH 2M e
0,25 ml de solucao de hidroxilamina-HCI 7,5 M, completando-se o volume para
10 ml com 4cido acético glacial. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
por 5 min a 1.000 xg (SASAKI et al., 1996). A absorvéincia dos sobrenadantes
foi lida a 280 nm contra um “branco” no qual as amostras de tecidos ndo foram
adicionadas. O teor de lignina foi expresso em unidades de absorvancia a 280 nm

por mg de matéria fresca (FUKUDA e KOMAMINE, 1982).
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3.6.2. Compostos fenolicos soluveis

Amostras pesando 0,5 g de matéria fresca foram maceradas em
almofariz de porcelana com 4 ml da mistura de metanol:cloroférmio:agua
(12:5:3, v/v). O homogeneizado foi centrifugado por 10 min a 1.000 xg. O
precipitado foi submetido a outras duas extragdes, sendo os sobrenadantes
combinados. Em seguida, completou-se o volume dos sobrenadantes para 10 ml
com metanol:cloroférmio:agua (12:5:3, v/v). A esta solugdo adicionaram-se 2,5
ml de cloroférmio e 2,5 ml de agua. Os tubos foram agitados e, entdo,
centrifugados por 10 min a 1.000 xg (RENGEL et al., 1993). Na fase aquosa
superior, determinou-se o teor de compostos fenolicos soluveis pelo método de
JENNINGS (1981). Aliquotas de 1 ml da fase aquosa superior foram adicionadas
a 1,0 ml de reagente alcalino de Folin-Ciocalteau 1 N e misturadas
vigorosamente. Apds incubagdo a temperatura ambiente por 15 min,
adicionaram-se as amostras 5 ml de carbonato de so6dio 2% (p/v) em solugao de
NaOH 0,1 N. Apds 45 min, foram determinadas as absorvancias das amostras a
760 nm, sendo o teor de compostos fendlicos soluveis totais calculado por meio
de uma curva de calibragdo utilizando-se a tirosina como padrao (JENNINGS,

1981).

3.7. Delineamento experimental

Os tratamentos foram dispostos num esquema fatorial (2 x 2) constituido
dos seguintes fatores: dois cultivares de sorgo (sensivel e tolerante) na presenca
(0,185 mM) ou na auséncia de Al, no delineamento experimental de blocos
casualizados. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e as médias

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Efeito do Al sobre a atividade da H-ATPase

Na presenca do Al, a atividade da H'-ATPase de uma fracdo purificada
da membrana plasmadtica dos apices das raizes e das raizes inteiras foi reduzida
nos dois cultivares e nas duas por¢des do sistema radicular das plantas (Quadro 1).
Nas membranas provenientes dos apices radiculares, os percentuais de reducao
para os cultivares sensivel e tolerante foram, respectivamente, 12,5 e 24,4%. Nas
raizes inteiras, a reducdo na atividade da enzima foi bastante proxima nos dois
cultivares, com 26 e 28,3%, respectivamente, para o sensivel e o tolerante. Os
cultivares diferiram entre si nas duas porgdes do sistema radicular na presenca ou
na auséncia do Al. Na presenca do Al, a atividade da H'-ATPase no cultivar
sensivel foi maior que no tolerante tanto na fracdo purificada da membrana
plasmatica obtida a partir dos dpices das raizes (10,5%), quanto naquela
proveniente das raizes inteiras (37%). Na auséncia do Al, os cultivares
apresentaram comportamentos distintos. Nas membranas provenientes das raizes
inteiras, o cultivar sensivel mostrou uma atividade enzimatica 32,7% maior que o
tolerante, enquanto que, naquelas membranas obtidas a partir dos apices das
raizes, as maiores atividades da H'-ATPase foram observadas no cultivar

tolerante (4,8%).
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Quadro 1 - Efeito do Al sobre a atividade da H'-ATPase de uma fragdo
purificada da membrana plasmatica de apices de raizes e de raizes
inteiras de dois cultivares de sorgo

Atividade da H'- ATPase (umoles de Pi liberado h' mg™ proteina)
Concentragdo Apices de Raizes Raizes Inteiras
de Al (mM) Sensivel Tolerante Sensivel Tolerante
0 1,68 aB' 1,76 aA 1,50 aA 1,13 aB
0,185 1,47 bA 1,33 bB 1,11 bA 0,81 bB

' As médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas e maitsculas na linha, para
cada por¢do do sistema radicular, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Alteracdes na composi¢ao lipidica da membrana plasmatica decorrentes
dos efeitos toxicos do Al foram relatadas por LINDBERG e GRIFFTHS (1993)
em raizes de beterraba e por ZHANG et al. (1996, 1997) em raizes de trigo. O Al
pode se ligar aos fosfolipidios pelas cargas negativas dos grupamentos fosfato
(HUNTHER e ETHERTON, 1989) e, desse modo, alterar propriedades fisico-
quimicas das membranas, provocando reducdes na fluidez e na freqiiéncia de
dobras e, por outro lado, ocasionando aumentos na densidade de empacotamento
e no enrijecimento das cadeias dos lipidios (CHEN et al., 1991). As alteracdes
provocadas pelo Al na estrutura das membranas facilitam a ocorréncia de danos
peroxidativos (CAKMAK e HORST, 1991) que, por sua vez, podem resultar na
liberagdo de acidos graxos livres (ZHANG et al., 1996, 1997). Segundo COOKE
e BURDEN (1990), acidos graxos livres podem estimular a atividade de ATPases
de membranas previamente solubilizadas e livres dos lipidios constituintes, sendo
o comprimento da cadeia e o grau de insaturacdo dos acidos graxos fatores
importantes para a regulacdo da atividade das enzimas. Neste experimento, a
menor percentagem de reducdo na atividade da H'-ATPase de uma fragdo
purificada das membranas de apices de raizes do cultivar sensivel na presenga do

Al pode ser, portanto, resultante do maior contetido de acidos graxos livres,
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como conseqiiéncia da agdo toxica desse elemento sobre a porcao lipidica das
membranas do cultivar.

Embora os mecanismos da toxicidade provocada pelo Al ainda ndo sejam
totalmente compreendidos, relatos da literatura evidenciam a participacao desse
elemento na inibi¢do da atividade da H'-ATPase in vitro e in vivo (CAMBRAIA
e CALBO, 1980 e SASAKI et al., 1995). Trabalhando com raizes de plantas de
milho, FACANHA e deMEIS (1995) verificaram que a aplicagdo do Al
diretamente ao meio de reacdo resultou em inibi¢do da atividade da H'-ATPase.
Resultados similares foram encontrados por CAMBRAIA ¢ CALBO (1980) em
raizes de sorgo e, também, por LINDBERG e GRIFFTHS (1993) em raizes de
beterraba. Segundo consideragcdes de LINDBERG e GRIFFTHS (1993), a
inibicao da atividade enzimatica ¢, aparentemente, decorrente da ligacao do Al ao
complexo enzima-substrato pelos residuos SH do sitio ativo e, também, aos
fosfolipidios das membranas, o que provoca alteragdes no microambiente da
enzima e, conseqiientemente, modificagdes na conformagdo e na atividade da
H'-ATPase.

Utilizando uma fragdo enriquecida da membrana plasmatica de raizes de
plantas de cevada cultivadas na presenca do Al, MATSUMOTO et al. (1992)
verificaram que a atividade da H'-ATPase foi reduzida a metade apos cinco dias
do inicio do experimento. Essa resposta na atividade da enzima foi atribuida aos
efeitos primarios da toxicidade provocada pelo Al em decorréncia da sua ligagao
aos fosfolipidios e, também, da competicdo exercida com o Ca”" pelos sitios de
troca localizados nas membranas. Segundo consideracdes desses autores, as
fungdes fisico-quimicas da membrana plasmatica comegam a ser afetadas quando
um quarto do fésforo dos fosfolipidios reage com o Al, o que pode resultar na
desnaturacdo dos fosfolipidios. Efeitos similares aos verificados por
MATSUMOTO et al. (1992) foram observados neste experimento, embora os
percentuais de reducdo na atividade da H'-ATPase nos dois cultivares de sorgo e
nas duas por¢des do sistema radicular tenham sido menores. Essas diferengas

observadas na atividade da H'-ATPase podem ter sido decorrentes de variagdes
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especificas na atividade da enzima e, também, das concentra¢des de Al utilizadas,
uma vez que elas foram distintas nos dois experimentos.

SAMUELS et al. (1997) verificaram que a atividade da H'-ATPase foi
aumentada quando as raizes de plantas de trigo submetidas ao tratamento com Al
foram lavadas em solucdo de citrato. Este procedimento resultou na restauragao
do potencial elétrico e do gradiente de pH nas células das raizes. Segundo
MYASAKA et al. (1989), a hiperpolarizagdo e o aumento do gradiente
eletroquimico através da membrana plasmadtica nas células das raizes pela agao
do Al podem ser utilizados como for¢a motriz para a sua absor¢ao, o que sugere a
participagdo da H'-ATPase no acumulo desse elemento toxico. Por sua vez,
GRANDMOUGIN-FERJANI et al. (1997) verificaram que a atividade da
H'-ATPase isolada da membrana plasmatica de raizes de plantas de milho pode
ser ativada pela presenca de esterois livres. Embora a concentracdo de esterois
livres ndo tenha sido determinada no presente trabalho, ZHANG et al. (1997)
verificaram que o conteudo dessa classe de acidos graxos isolados da fragdo
purificada da membrana plasmatica de plantas de trigo cultivadas na presenca do
Al foi reduzido somente nas raizes do cultivar tolerante. Além disso, KINRAIDE
(1988) relatou no seu trabalho que plantas de trigo exibindo sintomas severos de
toxicidade por Al apresentavam intensa capacidade de extrusio de H' e,
conseqiientemente, uma elevada atividade da H'-ATPase. Portanto, a maior
redugdo na atividade da H'-ATPase observada neste experimento nas raizes do
cultivar tolerante pode ser uma estratégia utilizada pelas plantas desse cultivar no
sentido de reduzir o conteudo de Al acumulado no simplasto, o que resultaria,
também, numa menor peroxidacdo dos lipidios (CAKMAK e HORST, 1991).
GONCALVES et al. (1996), entretanto, trabalhando com os mesmos genotipos
utilizados neste experimento, verificaram um maior acumulo de Al nas raizes do
cultivar tolerante. Caso o gradiente de potencial eletroquimico criado pela
atividade da H'-ATPase realmente tenha participagio nos mecanismos de influxo
de Al no simplasto (MIYASAKA et al., 1989), a possibilidade levantada por
GONCALVES et al. (1996) de que o Al acumulado nas raizes das plantas do
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cultivar tolerante permaneca, em parte, restrito ao apoplasto, adsorvido as cargas
negativas da parede celular e, ou, ainda, imobilizado na forma de complexos

organicos, seria reforcada.

4.2. Efeito do Al sobre a composicao de acidos graxos
4.2.1. Na fracio purificada da membrana plasmatica

4.2.1.1. Nos apices radiculares

A concentracao dos principais acidos graxos de uma frag¢ao purificada da
membrana plasmadtica das plantas diferiu estatisticamente entre os cultivares na
presenca e na auséncia do Al, exceto a concentragdo do acido palmitico (16:0) na
presenca do Al e a do acido palmitoléico (16:1) tanto na presenca quanto na
auséncia do Al (Quadro 2). Os resultados encontrados neste experimento
diferiram dos obtidos por LINDBERG e GRIFFITHS (1993), que nao
observaram a influéncia do Al sobre a composi¢ao dos acidos graxos isolados de
uma fracao purificada da membrana plasmatica de raizes de plantas de beterraba.
Os valores elevados dos pHs das solugdes nutritivas, 5,3, 5,4 ¢ 6,1, e a utilizagdo
de raizes inteiras no trabalho de LINDBERG e GRIFFITHS (1993) podem ter
sido os principais fatores determinantes de um pequeno ou nulo efeito do Al
sobre a composi¢do de acidos graxos nas membranas das plantas (ZHANG et al.,
1996). Na auséncia do Al, a concentracdo do acido graxo 16:0 no cultivar
sensivel foi 32,3% maior que no tolerante, o que nao se verificou na presenca do
Al, onde os cultivares nao diferiram entre si. No cultivar sensivel, observou-se,
na presenca do Al, uma reducdo de 4,7% na concentracao desse acido graxo,
enquanto que, no cultivar tolerante, registrou-se um aumento de 25,2%. Isso
também se verificou, porém, de modo mais intenso, para o 4cido linolénico
(18:3), onde sua concentragdo na presenca do Al foi reduzida no cultivar sensivel
(39,4%) e aumentada no tolerante (107,7%). Na auséncia do Al, o cultivar sensivel
apresentou uma concentracdo do acido graxo 18:3 bastante superior (166,7%) a

do tolerante. Na presenga do Al, contudo, a concentracao desse acido graxo no
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Quadro 2 - Efeito do Al sobre a composi¢do de acidos graxos dos lipidios totais
de uma fracao purificada da membrana plasmatica de apices de raizes
de dois cultivares de sorgo

Concentragao Composigdo de Acidos Graxos (% mol)
Cultivar | de Al mM) 16:0° 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3
Sensivel 0 44,6 aA' 6,6 bA 4,8 bB 74aB  263aB 104 aA
0,185 42,5bA  12,4aA 8,2 aA 33bB  273aA 6,3bB
Tolerante 0 33,7bB 7,2 bA 10,5aA 13,5aA 31,2aA 39bB
0,185 42,2aA 12,3 aA 5,0bB 6,9bA 25,6bB 8,1 aA

' As médias seguidas pelas mesmas letras mintisculas no cultivar (auséncia e presenca de Al) e
maiusculas entre cultivares (para cada concentracdo de Al) em cada tipo de acido graxo, ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

?16:0 - acido palmitico, 16:1 - 4cido palmitoléico, 18:0 - acido estedrico, 18:1 - acido oléico,
18:2 - acido linoléico, 18:3 - acido linolénico.

cultivar tolerante foi 28,6% maior do que no sensivel. No caso do 4cido graxo
16:1, observou-se, na presenca do Al, aumentos de 87,9 e 70,8% na sua
concentragdo nos cultivares sensivel e tolerante, respectivamente. Na auséncia do
Al, a concentracdo do 4cido graxo 16:1 no cultivar sensivel foi 8,3% menor que
no tolerante, embora, na presenca do Al, os cultivares ndo tenham diferido entre
si. As concentragdes dos acidos estearico (18:0), oléico (18:1) e linoléico (18:2)
no cultivar tolerante foram reduzidas, na presenga do Al, em 52,4, 48,9 ¢ 17,9%,
respectivamente. No cultivar sensivel, observou-se, na presenga do Al, a redugao
da concentragdao do acido graxo 18:1 (55,4%) e o aumento do 18:0 (70,8%), ndo
tendo sido verificada modificacdo da concentragdao do 18:2. Na auséncia do Al, as
concentragdes dos acidos graxos 18:0, 18:1 e 18:2 no cultivar tolerante foram,
respectivamente, 188.8, 82,4 ¢ 18,6% maiores que no sensivel. Por sua vez, na
presenca do Al, as concentracdes dos acidos graxos 18:0 e 18:2 no cultivar
sensivel e a concentragdo do 18:1 no tolerante foram, respectivamente, 64 ¢ 6,6 ¢
109,1% maiores que no outro cultivar (Quadro 2).

A composic¢ado de 4cidos graxos de uma fracao purificada das membranas

plasmaticas obtida a partir dos 4pices das raizes das plantas utilizadas neste
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experimento, mesmo na auséncia do Al, foi diferente daquela verificada por
GRONEWALD et al. (1982), que trabalharam com o mesmo tipo de material
isolado de raizes de plantas de milho. Entretanto, foi muito similar & composigao
observada por ROCHESTER et al. (1987) em membrana plasmatica isolada das
raizes de plantas de cevada. Essas diferengas, principalmente nas concentragdes
dos acidos graxos 16:0 e 18:2, sdo consideradas perfeitamente normais, uma vez
que se tratam de espécies diferentes.

O aumento da concentracao do acido graxo 16:1 observado, na presenca
do Al no cultivar sensivel pode ser resultante de alguma estratégia das plantas
desse cultivar visando, talvez, compensar as redugdes verificadas na biossintese
do acido graxo 18:1 e, principalmente, do 18:3, o que poderia, em parte,
minimizar possiveis alteragdes nas propriedades fisico-quimicas das suas
membranas (ROCHESTER et al., 1987 ¢ NAVARI-IZZO et al., 1989). Acidos
graxos polinsaturados, principais componentes dos fosfolipidios, além de
determinantes essenciais da fluidez da membrana, podem ser substratos de certas
enzimas como as lipoxigenases e as fosfolipases, por exemplo (NAVARI-IZZO
et al., 1990, 1991, 1993; KUMAR e KNOWLES, 1993 e SAKAKI et al., 1994).
Além disso, os acidos graxos polinsaturados sao muito susceptiveis a degradagao
peroxidativa, que ocorre pela acdo dos radicais livres produzidos em maiores
quantidades, sob condi¢des de estresses ambientais (NAVARI-IZZO et al., 1991
e KUMAR e KNOWLES, 1993). Dentre os principais 4acidos graxos
polinsaturados encontrados nas membranas plasmaticas das plantas superiores, o
18:3 parece ser o mais sensivel aos ataques por radicais livres e,
conseqiientemente, a peroxidacdo (WHITAKER et al., 1990 e SAKAKI et al.,
1994). Neste experimento, o acido graxo 18:3 sofreu significativa redu¢do nas
membranas do cultivar sensivel, um indicativo da ocorréncia de dano
peroxidativo e, ou, do seu consumo como substrato de alguma rea¢do enzimatica
(WHITAKER et al.,, 1990 ¢ KUMAR e KNOWLES, 1993). O aumento na
concentragdo do 4acido graxo 18:0 e a ligeira queda na concentracdo do 16:0
observados nas membranas do cultivar sensivel podem, adicionalmente, estar

contribuindo para a reducdo na propor¢do de acidos graxos insaturados e,
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conseqiientemente, para a diminui¢do da fluidez e, ou, espessura das membranas
(ROCHESTER et al., 1987 ¢ MANSOUR et al., 1994), uma vez que, dentre os
seus principais acidos graxos, o 18:0 e 0 16:0 sdo os que apresentam temperaturas
de fusdo mais elevadas (LEHNINGER et al., 1993).

No cultivar tolerante, o aumento da concentragdo do acido graxo 16:1 foi
também observado na presenca do Al, mas numa propor¢do menor que no
sensivel. Na presenca do Al, as redugdes verificadas nas concentragdes dos
acidos graxos 18:0, 18:1 e 18:2 no cultivar tolerante parecem ser decorrentes de
variagdes na proporcao relativa dos 4acidos graxos saturados e insaturados
componentes das suas membranas. Essas variagdes, possivelmente, sdo
necessarias ao reajustamento das propriedades fisico-quimicas das membranas,
uma vez que a concentragao do 18:3, nessa condicdo, foi bastante aumentada. O
aumento da concentragdo do acido graxo 18:3 na presenca do Al sugere que, pelo
menos no cultivar tolerante, a reducdo observada na concentracao dos acidos
graxos insaturados nao foi decorrente de danos peroxidativos, uma vez que esses
acidos graxos sao o principal alvo do ataque por radicais livres (WHITAKER et
al., 1990 e SAKAKI et al., 1994). Os resultados permitem sugerir, ainda, que, no
cultivar tolerante, a agdo dos mecanismos de eliminagao de radicais livres ¢ mais
eficiente do que no sensivel e, por esse motivo, a peroxidagdo dos lipidios se
verifica em niveis mais baixos nas suas raizes na presen¢a do Al.

Apesar da ocorréncia de alteragdes especificas na concentracdo dos
acidos graxos das membranas plasmaticas das plantas na presenca ou nao do Al,
algumas similaridades foram observadas como no caso dos acidos graxos 16:0 e
16:1, onde os cultivares nao diferiram estatisticamente entre si. A concentracao
do 18:1, contudo, sempre se manteve maior no cultivar tolerante, independente da
presenca do Al, enquanto a concentracao do acido graxo 18:0 foi influenciada de
modo especifico nos dois cultivares. Na auséncia do Al, a concentracdo do 18:0
foi menor no cultivar sensivel do que no tolerante. Porém, ao se adicionar Al, a
situacdo se inverteu. Devido ao nimero reduzido de trabalhos relacionando
modificacdes especificas na composicao lipidica das membranas aos efeitos

toxicos do Al, o significado das alteracdes na propor¢ao relativa dos acidos
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graxos ¢ pouco compreendido, mas, certamente, elas sdo parte do sistema de
reajustamento do metabolismo celular e das propriedades fisico-quimicas das
membranas, que ¢ ativado sob condigoes de estresse (LINDBERG e GRIFFITHS,
1993). Segundo ZHANG et al. (1997), as modificagdes na composicao lipidica
das membranas estdo intimamente relacionadas aos mecanismos de tolerancia das
plantas ao Al

Na presenca do Al, o indice de ligagdes duplas para acidos graxos com
dezoito carbonos (ILD¢g) reduziu em 22% no cultivar sensivel e em 6,8% no
tolerante (Quadro 3). Semelhante comportamento foi observado também para a
relagdo 4acidos graxos insaturados/acidos graxos saturados (AGI/AGS) na
presenga do Al, com percentuais de reducao de 11,1% para o cultivar sensivel e
de 7% para o tolerante. Para as relagdes 4cido linol€éico/acido palmitico
(18:2/16:0) e acido linoléico/acido linolénico (18:2/18:3), foi verificado um
comportamento bastante distinto entre os cultivares. Na presenca do Al, o cultivar
sensivel ndo apresentou modificacdo significativa na relacdo 18:2/16:0, mas, de
modo contrario, aumentou em 71,4% a relagdo 18:2/18:3, enquanto o tolerante

mostrou redugdes de 34,4 ¢ 60,5%, respectivamente, nos valores dessas relagdes.

Quadro 3 - Efeito do Al sobre o ILD¢;g ¢ sobre as relagoes AGI/AGS, 18:2/16:0 e
18:2/18:3 de acidos graxos dos lipidios totais de uma fracao purificada
da membrana plasmaética de dpices de raizes de dois cultivares de sorgo

Cultivar gglffngﬁﬁg’ ILDcys AGUAGS | 18:2/16:0 18:2/18:3
Sensivel 0 0,91 aA' 1,98 aB 0,59 aB 2,55 bB
0,185 0,71 bB 1,76 bB 0,64 aA 4,37 aA
Tolerante 0 0,88 aB 2,15 aA 0,93 aA 8,07 aA
0,185 0,82 bA 2,00 bA 0,61 bA 3,19bB

' As médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas, mintsculas para cada cultivar (auséncia
e presenca de Al) e, maiusculas entre os cultivares (em cada concentragdo de Al), ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

> ILD¢ s - indice de ligagdes duplas para acidos graxos com 18 carbonos, AGI/AGS - relagdo
acidos graxos insaturados/acidos graxos saturados, 18:2/16:0 - relagdo acido linoléico/acido
palmitico, 18:2/18:3 - relacdo acido linoléico/acido linolénico.
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O maior percentual de redugcdo do ILDcig no cultivar sensivel na
presenca do Al ¢ reflexo das maiores redugdes observadas nas concentracoes dos
principais acidos graxos insaturados presentes nas membranas desse cultivar.
Alteracdes como essas provocadas pelo Al resultam em modificagdes na fluidez,
na espessura e em outras propriedades funcionais e estruturais das membranas e
podem explicar as diferengas entre os cultivares quanto a tolerancia diferencial ao
Al (ROCHESTER et al., 1987; NAVARI-IZZO et al., 1989 ¢ PALTA et al., 1993).
ZEL et al. (1993 a, b) reportaram reducdes e, também, aumentos na fluidez da
membrana plasmatica de duas diferentes espécies de fungos, respectivamente,
sensivel e tolerante ao Al. Os efeitos do Al sobre a fluidez da membrana podem
ser decorrentes de sua ligacdao as porcdes polares dos fosfolipidios na superficie
das membranas (HUNTHER e ETHERTON, 1989), de sua participagdo em
processos de peroxidacao dos lipidios (GUTTERIDGE et al., 1985 e CAKMAK ¢
HORST, 1991) ou, ainda, de sua interferéncia direta na biossintese de acidos
graxos (KUIPER, 1985). Segundo ZHANG et al. (1997), caso o decréscimo na
fluidez dos lipidios das membranas seja decorrente de lesdes toxicas induzidas
pelo Al, as mudancgas observadas na composicao lipidica das membranas
poderiam contribuir para a restauracdo das suas propriedades fisico-quimicas,
como resposta ao estresse provocado pelo Al. Essas mudancas, contudo, segundo
consideracdes daqueles autores, parecem ser um reflexo de adaptagdes a longo-
prazo ao estresse cronico € ndo a resposta imediata das plantas ao estresse agudo
por Al, uma vez que as alteragdes na composicdo lipidica das membranas sdo
verificadas somente apds respostas de curto-prazo terem sido expressas como,
por exemplo, a redugdo no alongamento celular.

Embora os cultivares tenham apresentado modificagdes similares no
comportamento da relagdo AGI/AGS, as redugdes observadas nos seus valores
foram decorrentes de diferentes fenomenos. No cultivar sensivel, as alteracoes
foram provocadas, principalmente, pelo aumento na concentragdo do acido graxo
18:0 e pela reducao nas concentragdes dos acidos graxos 18:1 e 18:3. No cultivar

tolerante, embora as concentragdes dos acidos graxos 18:1 e 18:2 tenham

39



reduzido, a concentra¢cdo do 18:3 aumentou bastante, enquanto a do 18:0 reduziu.
Certos relatos da literatura consideram que as modificagdes na relacio AGI/AGS
apresentam pouca contribuicdo para o esclarecimento das respostas das plantas
aos estresses ambientais, uma vez que elas sdo, geralmente, comuns entre
cultivares apresentando tolerancia diferencial ao fator estressante (NAVARI-
1ZZ0 et al., 1989, 1991, 1993 e PALTA et al., 1993). Na opinido desses autores,
as variagoes observadas nos valores da relagdo AGI/AGS representam, na
verdade, somente ajustes nas propor¢des relativas dos acidos graxos saturados e
insaturados componentes das membranas (NAVARI-IZZO et al., 1993 e PALTA
et al.,, 1993). As mesmas consideracdes podem ser estabelecidas quanto ao
comportamento da relacao 18:2/16:0.

As diferengas observadas entre os cultivares no que se refere a relagao
18:2/18:3 na presenga do Al foram decorrentes de variacdes especificas na
concentragdo de cada um desses acidos graxos. No cultivar sensivel, a principal
causa para o aumento dessa relagdo foi a redugdo da concentracao do acido graxo
18:3, enquanto, no tolerante, ao contrario, a relacdo foi reduzida devido ao
aumento na concentragdo do 18:3 ¢ da reducdo na concentragdo do 18:2. Neste
experimento, as variagdes observadas no comportamento dos cultivares sugerem
que, no sensivel, o Al pode ter contribuido para a ocorréncia de danos
peroxidativos aos lipidios das membranas, possivelmente pela formagdo de
hidroperéxidos dos acidos graxos, cuja reacdo ¢ desencadeada pela acdo dos
radicais livres. No cultivar tolerante, isso parece nao ter ocorrido, uma vez que a
concentragdo do 18:3, um 4cido graxo bastante insaturado e, portanto, muito
sensivel a peroxidacdo (WHITAKER et al., 1990), foi aumentada mesmo na
presenca do Al. Os resultados indicam, também, que, nesse cultivar, a reducao
verificada na concentracdo do acido graxo 18:2 na presenca do Al pode ter sido
resultante do seu consumo como substrato enzimatico e, ou, ainda, da diminuic¢ao
na sua taxa de biossintese, ndo se devendo, portanto, ao ataque por radicais livres

(WHITAKER et al., 1990).
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A determinagdo da composicao das diferentes classes de lipidios através
do seu isolamento a partir de uma fracao purificada da membrana plasmatica das
raizes das plantas sob condicdes de estresse por Al deverd ser estudada em
trabalhos futuros, uma vez que alteragdes especificas em cada uma dessas classes
poderdo fornecer subsidios mais concretos quanto a importancia das mesmas nos
mecanismos de tolerancia diferencial das plantas ao Al, conforme sugerem

ZHANG et al. (1996, 1997).

4.2.1.2. Nas raizes inteiras

A composicao dos principais acidos graxos dos lipidios totais da
membrana plasmatica de raizes inteiras (Quadro 4) diferiu bastante daquela
observada quando foram utilizados apenas os apices radiculares no isolamento
dos lipidios (Quadro 2). Essas diferengas ocorreram, possivelmente, em fungao
da diluicdo dos efeitos toxicos do Al ao longo de todo o sistema radicular
(HORST et al., 1992 ¢ ZHANG et al., 1996, 1997), uma vez que os apices das
raizes e, mais precisamente, 0os meristemas apicais sao as regides mais sensiveis

ao Al (DELHAIZE et al., 1993 e RYAN et al., 1993).

Quadro 4 - Efeito do Al sobre a composic¢ao de acidos graxos dos lipidios totais
de uma fracdo purificada da membrana plasmatica de raizes inteiras
de dois cultivares de sorgo

Concentragao Composicio de Acidos Graxos (% mol)
Cultivar | de Al (mM) 16:0 * 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3
Sensivel 0 38,5 aB' 4,5 aA 3,5aB 6,7aA  35,5aA 11,2 bA
0,185 32,7bB 2,1bB  24bB  43bB 349aB  23,6aA
Tolerante 0 40,5 aA 3,9aB 5,5 aA 5,9aA  34,0bB 10,2 aA
0,185 41,4 aA 35aA 3, 7bA  5,0aA  36,5aA 9,9 aB

' As médias seguidas pelas mesmas letras mintisculas no cultivar (auséncia e presenca de Al) e
maiusculas entre cultivares (para cada concentracdo de Al) em cada tipo de acido graxo, ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

?16:0 - acido palmitico, 16:1 - 4cido palmitoléico, 18:0 - acido estedrico, 18:1 - acido oléico,
18:2 - acido linoléico, 18:3 - acido linolénico.
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A concentragdo dos acidos graxos das membranas foi estatisticamente
diferente entre os cultivares na presenga ou auséncia do Al, exceto para os acidos
graxos 18:1 e 18:3, que ndo diferiram entre si na auséncia do Al (Quadro 4). No
cultivar sensivel, as concentracdes dos acidos graxos 16:0, 16:1, 18:0 e 18:1
foram reduzidas na presenca do Al em 15,1, 53,3, 31,4 e 35,8%, respectivamente.
No tolerante, reducdes ocorreram somente para o 18:0 (32,7%). Aumentos na
concentragdo dos acidos graxos provocados pelo Al foram observados apenas
para o 18:3 (110,7%) no cultivar sensivel e para o 18:2 (7,4%) no tolerante. As
concentragoes dos acidos graxos 16:0, 16:1, 18:1 e 18:3 no cultivar tolerante e do
18:2 no sensivel ndo foram significativamente modificadas pelo tratamento com
Al. Na presenca do Al, as concentracdes dos acidos graxos 16:0, 16:1, 18:0, 18:1
e 18:2 foram, respectivamente, 26,6, 66,7, 54,2, 16,3 e 4,6% maiores no cultivar
tolerante, comportamento que nao se verificou para o 18:3, onde o cultivar
sensivel apresentou uma concentragdo 138,4% maior que no tolerante. Na
auséncia do Al, as concentragdes dos acidos graxos 16:0 e 18:0 no cultivar
tolerante e dos dacidos graxos 16:1, 18:1 e 18:2 no sensivel foram,
respectivamente, 5,2 ¢ 57,1% e 15,4, 13,6 e 4,4% maiores que no outro cultivar.

As diferentes respostas observadas na composicao dos acidos graxos
1solados das membranas de raizes inteiras na presenca ou nao do Al (Quadro 4),
se comparadas as obtidas quando apenas tecidos dos 4pices radiculares foram
utilizados (Quadro 2), confirmam as observagdes de ZHANG et al. (1996), que
ressaltam a possibilidade da ocorréncia de resultados contrastantes quando
materiais provenientes de fontes diferentes sdo confrontados e, ainda, a
importancia de se trabalhar com porgdes apicais das raizes, evitando-se, desse
modo, a diluicdo dos efeitos toxicos do Al. Em concordancia as observacoes
desses autores, algumas consideragdes tornam-se possiveis a partir dos dados
obtidos, principalmente no que se refere a susceptibilidade dos acidos graxos das
membranas a peroxidacdo e aos possiveis ajustes nas suas proporgdes relativas
que, em ultima andlise, teriam a funcdo de restaurar suas propriedades fisico-

quimicas otimas. Pelo Quadro 4, ¢ possivel observar que, na presenca do Al, a
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concentragdo do 4acido graxo 18:0 nos dois cultivares decresceu na mesma
intensidade e, também, que reducdes nas proporgdes relativas dos principais
acidos graxos polinsaturados, 18:2 e 18:3, ndo foram verificadas em nenhum dos
dois cultivares. Esses resultados poderiam sugerir, entdo, que o grau de fluidez e
de empacotamento dos lipidios nas membranas, que a peroxidagao dos lipidios e,
ou, ainda, que quaisquer outras alteragdes nas suas propriedades fisico-quimicas
em decorréncia da acdo toxica do Al estariam sofrendo modificagdes similares
nos dois cultivares, o que, na realidade, parece ndo ocorrer. Portanto, ao se
trabalhar com membranas isoladas de raizes inteiras e ndo apenas com materiais
provenientes de tecidos dos apices radiculares, ¢ bastante provavel o risco de se
lancar conclusdes equivocadas como, por exemplo, que a tolerancia diferencial
entre os cultivares ndo poderia ser explicada, pelo menos parcialmente, como
resultante de alteracdes especificas na composicao dos acidos graxos das suas
membranas e, ou, pela diferenga entre o grau de peroxidacao dos seus lipidios. Os
resultados encontrados neste experimento parecem ser, na realidade, apenas um
reflexo da diluicao dos efeitos toxicos do Al sobre todo o sistema radicular, uma
vez que eles se manifestam, principalmente, nos apices das raizes (ZHANG et al.,
1996).

Na presenga do Al o ILDc3 e as relagbes AGI/AGS e 18:2/16:0
aumentaram significativamente somente nas raizes do cultivar sensivel em
proporcdes de 30,6, 52,2 e 15,1%, respectivamente (Quadro 5). Nesse cultivar, a
relagdo 18:2/18:3 foi significativamente reduzida na presenca do Al (53,3%). No
cultivar tolerante, o Al ndo apresentou efeito significativo sobre esses parametros.
Os resultados mostraram que a composicao dos acidos graxos nas membranas das
raizes inteiras do cultivar tolerante foi pouco influenciada pelo Al, o que sugere,
pelo menos em parte, que, nesse cultivar, as propriedades fisico-quimicas das
membranas podem ndo ter sido alteradas durante o experimento, resultando numa
maior tolerancia das plantas a esse elemento toxico. Contudo, a possibilidade da
diluicao dos efeitos toxicos do Al ao se trabalhar com todo o sistema radicular

também ndo pode ser descartada e, entdo, as variagdes observadas nessas relacoes
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teriam aplicacdo bastante restrita no esclarecimento dos mecanismos da
tolerancia diferencial das plantas ao Al (ZHANG et al., 1996).

Quadro 5 - Efeito do Al sobre o ILDc;5 € sobre as relagoes AGI/AGS, 18:2/16:0 ¢
18:2/18:3 de acidos graxos dos lipidios totais de uma fracao purificada
da membrana plasmatica de raizes inteiras de dois cultivares de sorgo

Cultivar gg%enzﬁﬁg’ ILDcs > AGI/AGS 18:2/16:0 18:2/18:3
Sensivel 0 1,11 bA' 2,76 bA 0,93 bA 3,17 aA
0,185 1,45 aA 4,20 aA 1,07 aA 1,43 bB
Tolerante 0 1,05 aB 2,36 aB 0,84 aB 3,32 aA
0,185 1,08 aB 2,47 aB 0,88 aB 3,69 aA

' As médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas, mintsculas para cada cultivar (auséncia
e presenca de Al) e, maiusculas entre os cultivares (em cada concentragdao de Al), ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

> ILD¢ s - indice de ligagdes duplas de acidos graxos com 18 carbonos, AGI/AGS - relagdo
acidos graxos insaturados/acidos graxos saturados, 18:2/16:0 - relagdo acido linoléico/acido
palmitico, 18:2/18:3 - relacdo acido linoléico/acido linolénico.

4.2.2. Nos tecidos radiculares

A composicdo dos acidos graxos dos lipidios totais isolados de tecidos
radiculares das plantas sob toxicidade pelo Al (Quadro 6) foi bastante similar a de
uma fracdo purificada da membrana plasmatica de tecidos radiculares de plantas
de milho obtida por GRONEWALD et al. (1982).

A composicao dos acidos graxos foi significativamente diferente entre os
cultivares, exceto nos casos do 18:3 na presenca ou ndo do Al e do 18:0 na sua
auséncia, ndo tendo os cultivares diferido entre si (Quadro 6). Na presenca do Al,
as concentragdes dos acidos graxos 16:0 e 18:0 no cultivar tolerante foram,
respectivamente, 16,5 e 103,8% maiores que no sensivel. Em contraste, as
concentragoes dos acidos graxos 18:1 e 18:2 no cultivar sensivel mostraram
valores significativamente maiores que no tolerante, em proporgdes de 38,8 e
7,1%, respectivamente. Na auséncia do Al, as concentra¢des dos acidos graxos
16:0 e 18:1 no cultivar sensivel foram 11,3 e 74,6% maiores que no tolerante. Por

sua vez, a concentracdo do 18:2 foi 7,7% maior no cultivar tolerante quando

comparado com o sensivel. Na presenga do Al, as concentragdes dos acidos
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Quadro 6 - Efeito do Al sobre a composi¢do de acidos graxos dos lipidios totais
de tecidos do sistema radicular de dois cultivares de sorgo

Concentracdo Composicao de Acidos Graxos (% mol)
Cultivar | de Al (mM) 16:0° 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3
Sensivel 0 27,6 aA' tracos 2,5aA 103bA 439bB 17,3 aA
0,185 242bB  tracos 2,6aB 13,6 aA 48,4 aA 15,2 bA
Tolerante 0 24,8 bB tragcos 2,4 bA 5,9 bB 473 aA 19,4 aA
0,185 28,2 aA  tracos 5,3 aA 9,8 aB 45,2 aB 14,9 bA

' As médias seguidas pelas mesmas letras mintisculas no cultivar (auséncia e presenca de Al) e
maiusculas entre cultivares (para cada concentracdo de Al) em cada tipo de acido graxo, ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

?16:0 - acido palmitico, 16:1 - 4cido palmitoléico, 18:0 - acido estedrico, 18:1 - acido oléico,
18:2 - acido linoléico, 18:3 - 4cido linolénico.

graxos 18:1 e 18:2 no cultivar sensivel e dos acidos graxos 16:0, 18:0 e 18:1 no
tolerante foram aumentadas em 32 e 10,3% e em 13,7, 120,8 e 66,1%,
respectivamente. De modo contrario, a presenga do Al reduziu as concentracoes
do 4cido graxo 16:0 no cultivar sensivel (12,3%) e do 18:3 nos cultivares sensivel
(12,1%) e tolerante (23,2%). As concentracdes dos acidos graxos 18:0 no cultivar
sensivel e do 18:2 no tolerante ndo foram significativamente influenciadas pela
presenca do Al na soluc¢do nutritiva (Quadro 6).

Neste experimento, os lipidios foram extraidos dos tecidos radiculares
sem quaisquer restricoes quanto a sua posi¢do nas raizes. Portanto, as mesmas
argumentacgdes lancadas anteriormente quanto aos possiveis efeitos de diluicao da
toxicidade pelo Al sdo, também, aplicaveis ao se trabalhar com materiais
provenientes de todo o sistema radicular ¢ ndo apenas com aqueles localizados
nos apices das raizes (ZHANG et al., 1996). Nesse caso, o aumento observado na
concentragdo do acido graxo 18:0 no cultivar tolerante pode ter um significado
bastante restrito, sendo, talvez, apenas um reflexo dos processos de reajustamento
celular e, ou, ainda, da variagdo na composi¢ao lipidica total dos tecidos das
raizes, uma vez que as concentragdes dos acidos graxos 18:1 e 18:3 na presenga

do Al variaram em intensidade similar nos dois cultivares (Quadro 6).
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Na presenca do Al, o ILDc;g ¢ as relacdes AGI/AGS e 18:2/16:0 foram
reduzidos significativamente em 8,8, 25,9 e 16,1% no cultivar tolerante, enquanto
a relagdo 18:2/18:3 nesse mesmo cultivar foi aumentada (26,6%) (Quadro 7). Por
outro lado, no cultivar sensivel, o Al ndo alterou significativamente o ILDcs,
enquanto seu efeito sobre as demais relacdes foi o oposto ao observado para o
cultivar tolerante. As relagcdes AGI/AGS, 18:2/16:0 ¢ 18:2/18:3 foram
significativamente aumentadas em 16,8, 25,6 e 26,7%, respectivamente, na

presenca do Al

Quadro 7 - Efeito do Al sobre o ILDc;5 e sobre as relagoes AGI/AGS, 18:2/16:0 ¢
18:2/18:3 de acidos graxos dos lipidios totais de tecidos do sistema
radicular de dois cultivares de sorgo

Cultivar geonxm(r;ﬁ‘; ILDcs > AGI/AGS 18:2/16:0 18:2/18:3
Sensivel 0 1,50 aB' 5,00 bB 1,60 bB 2,55 bA
0,185 1,55 aA 5,84 aA 2,01 aA 3,23 aA
Tolerante 0 1,59 aA 5,84 aA 1,92 aA 2,44 bA
0,185 1,45bB 433 bB 1,61 bB 3,09 aA

' As médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas, mintisculas para cada cultivar (auséncia
e presenca de Al) e, maiusculas entre os cultivares (em cada concentragdo de Al), ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

> ILDcs - indice de ligagdes duplas de 4cidos graxos com 18 carbonos, AGI/AGS - relagdo
acidos graxos insaturados/acidos graxos saturados, 18:2/16:0 - relagdo acido linoléico/acido
palmitico, 18:2/18:3 - relacdo acido linoléico/acido linolénico.

As redugdes observadas no ILDc;g € nas relagoes AGI/AGS e 18:2/16:0
no cultivar tolerante sugerem a diminui¢do da fluidez das membranas celulares e,
ou, ainda, o consumo de &cidos graxos polinsaturados em reacdes peroxidativas.
Esses resultados, entretanto, podem apresentar reduzida contribuicdo para o
esclarecimento dos mecanismos celulares de reajustamento das propriedades
fisico-quimicas das membranas e, ou, dos processos de producao e eliminacao de

radicais livres sob condigdes de estresse por Al, uma vez que os acidos graxos
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i1solados neste experimento foram provenientes de todo o conjunto de membranas
dos tecidos radiculares. A utilizacdo desse tipo de material, aparentemente,
mascara e, ou, dilui os efeitos toxicos do Al, expressos em maior intensidade nos
apices das raizes (ZHANG et al., 1996, 1997). Além disso, ¢ possivel observar
que, na presenca do Al, as modificacdes na relagao 18:2/18:3, resultantes de
variagdes nas concentracOes relativas desses dois 4cidos graxos, principais
responsaveis pela manutencdo da fluidez das membranas celulares, foram
bastante similares nos dois cultivares (NAVARI-IZZO et al., 1993 ¢ PALTA et
al., 1993).

Um dos principais efeitos observados no metabolismo dos lipidios em
plantas submetidas a estresses ambientais ¢ o aumento da producdo de 4cidos
graxos livres (SAKAKI et al. 1994 ¢ ZHANG et al. 1996). Segundo ZHANG et
al. (1996), os acidos graxos livres sao derivados do reticulo endoplasmatico,
principal sitio de biossintese dos triacilglicerdis. Em seu trabalho, ZHANG et al.
(1996) verificaram aumentos nas concentracdes de 4acidos graxos livres,
triacilglicerdis e esteril-ésteres em microssomos isolados do sistema radicular de
plantas de trigo sensiveis ao Al. A conversio de &cidos graxos livres a
hidroperdxidos pela agdo das lipoxigenases (LOXs) pode resultar na produgdo de
diversas substancias toxicas (SAKAKI et al., 1994). Contudo, essas reacdes nem
sempre sao catalisadas por enzimas e a peroxidacdo dos d4cidos graxos
insaturados ocorre, também, quando a taxa de producdo de radicais livres excede
a capacidade celular dos sistemas de desintoxicagdo (NAVARI-IZZO et al.,
1993). Além disso, até o0 momento, ndo foi possivel esclarecer se as modifica¢des
observadas na composicdo dos acidos graxos representam uma resposta das
plantas as lesdes provocadas pelos efeitos fitotoxicos do Al ou se as mesmas sao
resultantes de mecanismos celulares especificos, que sdo utilizados para restaurar
as propriedades fisico-quimicas 6timas das membranas (ZHANG et al., 1996).
Embora a producdo de 4acidos graxos livres ndo tenha sido determinada no
presente trabalho, a sua contribuicao para a obten¢do dos resultados encontrados

neste experimento ndo pode ser descartada.
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4.3. Efeito do Al sobre a peroxidacao de lipidios

4.3.1. Formacao do complexo MDA-TBA

4.3.1.1. Na fracgao purificada da membrana plasmatica

O Al aumentou significativamente a formagao do complexo MDA-TBA
e, conseqiientemente, a peroxidacdo dos lipidios somente nas membranas
provenientes dos apices das raizes do cultivar sensivel (43,1%), o que ndo foi
observado no tolerante (Quadro 8). Na presenca do Al, a concentracdo do
complexo MDA-TBA no cultivar sensivel foi 36,5% maior que no tolerante, mas,
na auséncia do Al, os cultivares nao diferiram entre si. Nas raizes inteiras, a
concentragdo do complexo MDA-TBA na presenga ou na auséncia do Al foi
sempre menor que nos 4apices radiculares, e o Al ndo modificou
significativamente a peroxidacao dos lipidios em nenhum dos dois cultivares. As
concentragoes de MDA-TBA nas raizes inteiras do cultivar sensivel foram 21,9 e

47,2% maiores que no tolerante, respectivamente, na presenca e na auséncia do Al

Quadro 8 - Efeito do Al sobre a peroxidacao dos lipidios numa fracao purificada
da membrana plasmatica de apices de raizes e de raizes inteiras de
dois cultivares de sorgo

Peroxidagdo dos Lipidios (nmoles de MDA-TBA mg™' de proteina)
Concentragdo Apices de Raizes Raizes Inteiras
de Al (mM) Sensivel Tolerante Sensivel Tolerante
0 20,9 bA' 25,5 aA 15,9 aA 10,8 aB
0,185 29,9 aA 21,9 aB 15,6 aA 12,8 aB

' As médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas colunas e maitsculas na linha, para
cada por¢do do sistema radicular, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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A peroxidagao dos lipidios ¢ um dos principais sintomas da ocorréncia de
danos oxidativos nas células (GUTTERIDGE e HALLIWELL, 1990). Esse
fendmeno consiste de reagdes de iniciagdo, propagacgdo e terminagdo envolvendo
espécies toxicas de oxigénio, ions metalicos e hidroperdxidos dos lipidios
(BUEGE e AUST, 1978).

Os primeiros relatos da literatura associando os efeitos toxicos do Al aos
danos peroxidativos nos lipidios das membranas foram obtidos por
GUTTERIDGE et al. (1985), trabalhando com tecidos do sistema nervoso de
ratos. Eles verificaram que o Al estimulava levemente a peroxidacao dos lipidios,
mas, na presenca de ferro (Fe), o processo se tornava bastante intenso e
acelerado. fons metalicos como o Fe, por exemplo, podem influenciar a
peroxidagdo dos lipidios pelo aumento da producdo de radicais hidroxila (OH)
em reacdes do tipo "Haber-Weiss" (H,0,+0, T4Fe’ O o OH +'OH+0,)
ou, ainda, por reacdes com os hidroperoxidos dos lipidios, o que resulta na
formacdo de radicais alcoxila e peroxila e, conseqiientemente, na produgao de
radicais hidroxila (SCANDALIOS, 1993 e ZHANG e KIRKHAM, 1996). Como
o Al apresenta o numero de oxidagdo fixado em 3, a sua participacao direta nas
reagoes redox que levam a formagdo dos radicais livres € improvavel
(GUTTERIDGE et al., 1985). A participacdo do Al no processo de peroxidacao
parece ser decorrente do seu efeito direto sobre a organizacdo dos lipidios nas
membranas, o que facilitaria e, ou, potencializaria a acdo peroxidativa do Fe
(GUTTERIDGE et al., 1985 e BUEGE e AUST, 1978). Em ambientes acidos, Al
e Fe apresentam maior solubilidade e, portanto, a ocorréncia de peroxidagdo de
lipidios, nessa condi¢do, ¢ um processo esperado (ONO et al., 1995).

Os resultados obtidos neste experimento evidenciaram a participagao do
Al nos processos de peroxidacao dos lipidios de uma fracdo purificada da
membrana plasmatica isolada de tecidos dos épices das raizes do cultivar
sensivel, o que ndo foi observado para o tolerante em nenhuma das por¢des
utilizadas do sistema radicular. Resultados similares sdo encontrados na literatura
(CAKMAK e HORST, 1991 e ONO et al., 1995). Segundo HORST et al. (1992),

a peroxidagdo dos lipidios ¢ induzida pelo Al somente apds tratamentos
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prolongados, ao passo que a inibicdo do crescimento radicular ¢ rapidamente
observada. Esses pesquisadores sugeriram, entdo, que os efeitos iniciais do Al sdao
provocados pela sua interferéncia em processos fisioldgicos localizados no
apoplasto e nao na membrana plasmatica e, ou, no simplasto. Contudo, ONO et
al. (1995) sugerem que os efeitos do Al podem ser separados em duas classes de
eventos. Inicialmente, os danos primdrios ocorreriam no apoplasto e teriam como
resultado a inibicdo do alongamento celular. Em seguida, os efeitos seriam
estendidos também ao simplasto, o que resultaria em disfungdes das membranas
e, até mesmo, na morte das células.

A peroxidacdo dos lipidios na fracdo purificada das membranas
plasmaticas isoladas de raizes inteiras ndo foi detectada em nenhum dos
cultivares. Resultados similares foram relatados por HORST et al. (1992).
Segundo observagdes desses autores, a utilizagdo de homogeneizados de todo o
sistema radicular pode mascarar os efeitos do Al, que sdo restritos aos apices das
raizes e, mais precisamente, as células da periferia do cortex. Os possiveis efeitos
da dilui¢do da toxicidade causada pelo Al na composicao lipidica da membrana
plasmatica, ao se trabalhar com materiais provenientes de regides distanciadas

dos apices das raizes, sdo relatados na literatura (ZHANG et al., 1996, 1997).
A comparacdo dos resultados encontrados para a formac¢ao do complexo

MDA-TBA (Quadro 8) com a concentragdo dos acidos graxos insaturados de
uma fracao purificada da membrana plasmatica de apices de raizes dos cultivares
de sorgo utilizados nos experimentos (Quadro 2) sugere que, no cultivar sensivel,
a reducdo na concentracdo do acido graxo 18:3 pode ter sido resultante da sua
degradacdo em reagdes peroxidativas, o que parece nao ter acontecido nas
membranas do cultivar tolerante, no qual aumentos significativos na
concentragdo desse acido graxo foram registrados. A reducao na concentracao de
acidos graxos polinsaturados, especialmente do 18:3, parece ter sido a principal
causa do aumento da concentragdo do complexo MDA-TBA e,
conseqiientemente, da ocorréncia de danos peroxidativos nos apices das raizes
das plantas do cultivar sensivel. Além desse comportamento diferenciado no que

se refere a composicao dos acidos graxos da fragdo purificada das membranas, a
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acao de enzimas do sistema de eclimina¢ao dos radicais livres e de outros
compostos toxicos parece operar de maneira distinta entre os dois cultivares. A
producdo de O, ™ e de H,0, por oxido-redutases associadas as membranas ¢
documentada (VIANELLO e MACRI, 1991). Essas reagdes € os seus produtos
estdo envolvidos em processos metabdlicos naturais como a biossintese de
lignina, senescéncia, respostas das plantas ao ataque de patdogenos e desbalangos
nutricionais, por exemplo (SCANDALIOS, 1993).

Segundo CAKMAK ¢ MARSCHNER (1988), a elevagdo dos niveis de
radicais de oxigénio toxicos pode ser responsdvel por mudancas nas quantidades
e na composicdo dos fosfolipidios das membranas de células das raizes em
plantas deficientes em zinco (Zn) (PINTON et al., 1994). Embora GONCALVES
et al. (1996) nao tenham observado a reversdo dos efeitos toxicos do Al em
decorréncia da aplicagdo de dosagens crescentes de Zn sobre a atividade da
RNAse e sobre a concentragdo de RNA em plantas dos mesmos cultivares de
sorgo utilizados neste experimento, os efeitos da deficiéncia desse micronutriente
sobre a producdo e eliminagdo dos radicais livres em plantas estressadas pelo Al
nao podem ser descartados, uma vez que aqueles autores mostraram a redugdo da
concentragdo do Zn nos tecidos das raizes dos dois cultivares, mas,
principalmente nas raizes do cultivar sensivel. Segundo MARSCHNER (1995), a
deficiéncia de Zn pode resultar em aumento na producao de O, ™ e na redugdo da
eficiéncia dos mecanismos de desintoxicacao dos radicais livres, o que ocorre,
provavelmente, em funcdo do Zn fazer parte da estrutura de diversas enzimas do
sistema de prote¢do celular contra danos oxidativos e, também, em decorréncia
da sua participagdo efetiva nos mecanismos de estabilizagdo das membranas
(PINTON et al.,, 1994). LUKASZEWSKI e BLEVINS (1996) relataram a
existéncia de correlacdo entre a nutricdo de boro (B), toxicidade por Al e
concentragdo de ascorbato em tecidos de raizes de plantas de abdbora. Os autores
verificaram que a adicdo de B e, ou, de ascorbato a solugdo nutritiva pode
reverter a inibi¢do do alongamento celular observado nas raizes das plantas na

presenca do Al. O B estd diretamente envolvido na biossintese de lignina, no
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metabolismo de compostos fenolicos e, conseqiientemente, na producdo de
radicais livres e de quinonas (MARSCHNER, 1995).

A desorganizacdo das membranas em decorréncia da toxicidade
provocada pelo Al pode promover a desesterificacao de fosfolipidios € o acumulo
de acidos graxos livres, o que resulta em alteracdes nas suas propriedades fisico-
quimicas (VIANELLO e MACRI, 1991). As peroxidases (POXs) associadas as
membranas celulares tém a capacidade de gerar H,O, através de uma reagdo em
cadeia envolvendo o O, = (EZAKI et al., 1996). Os acidos graxos liberados pela
acdo desses radicais livres provocam a ativagdo das lipoxigenases (LOXs) e,
conseqlientemente, o aumento da peroxidacdo dos lipidios (VIANELLO e
MACRI, 1991). As LOXs sdo as primeiras enzimas envolvidas nesse processo
(OLSSON, 1995 e SAKAKI et al.,, 1994), embora a participagdo de outras
enzimas como as fosfolipases e as fosfatases do 4cido fosfatidico também tenha
sido relatada (ROUET-MAYER et al., 1992 e KUMAR e KNOWLES, 1993). Os
resultados apresentados nos Quadros 2 e 8 reforcam a possibilidade de que as
alteragdes observadas na composi¢ao dos acidos graxos das membranas do
cultivar sensivel ao Al podem ter sido uma conseqiiéncia da agdo de radicais
livres sobre os lipidios, aparentemente, devido as modificacdes na sua estrutura
molecular como decorréncia da agao direta do Al. No cultivar tolerante, isso
parece ndo ter ocorrido, provavelmente, pela maior eficiéncia de seu sistema
metabolico de protecao celular contra reagdes oxidativas.

4.3.1.2. Nos tecidos radiculares e na parte aérea

Na presenga do Al, observou-se um significativo aumento na
peroxidagdo dos lipidios do sistema radicular das plantas, com maior intensidade
no cultivar sensivel (200,5%) do que no tolerante (125,9%) (Quadro 9). O
cultivar sensivel mostrou, na presenca do Al, valores de peroxidacao dos lipidios
70,6% maiores que no tolerante, embora, na sua auséncia, os cultivares nao
tenham diferido estatisticamente. Na parte aérea, o Al ndo alterou

significativamente a peroxidacao dos lipidios em nenhum dos cultivares, sendo
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que os mesmos ndo diferiram entre si quanto a concentracdo de MDA-TBA,

independente da presenca do Al.

Quadro 9 - Efeito do Al sobre a peroxidagdo dos lipidios em tecidos do sistema
radicular e da parte aérea de dois cultivares de sorgo

Peroxidagdo dos lipidios (nmoles de MDA-TBA g' MF)
Concentragdo Sistema Radicular Parte Aérea
de Al (mM) Sensivel Tolerante Sensivel Tolerante
0 21,8 bA' 17,0 bA 32,1 aA 42,1 aA
0,185 65,5 aA 38,4 aB 443 aA 53,6 aA

' As médias seguidas pelas mesmas letras min@isculas nas colunas e maitsculas na linha, para
cada parte da planta, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados encontrados neste experimento foram similares aos obtidos
por CAKMAK e HORST (1991) que também detectaram a peroxidacao de
lipidios em raizes inteiras de plantas de soja, apds tratamentos prolongados com AL
Segundo HORST et al. (1992), o Al, isoladamente, ndo ¢ capaz de promover a
peroxidagao dos lipidios quando aplicado durante curtos periodos de exposigdo e
em concentragdes mais reduzidas. Tanto as concentragdes de Al quanto o tempo
de exposi¢do utilizados neste experimento foram superiores aos empregados por
HORST et al. (1992). ONO et al. (1995) sugerem que, embora os efeitos
primarios da toxicidade por Al possam estar relacionados ao apoplasto (HORST
et al.,, 1992), as alteragdes posteriores observadas nas membranas podem ser
decorrentes da a¢do conjunta do Al e do Fe, uma vez que ambos encontram-se
solubilizados em ambientes 4acidos. Segundo CAKMAK e HORST (1991), o Al
potencializa e, ou, facilita a peroxidagdo dos lipidios pela sua interacdo com os
fosfolipidios, provocando a desorganizagdo das membranas. Embora alguns
autores considerem a peroxidacdo dos lipidios mais conseqiiéncia do que causa
primaria dos efeitos toxicos do Al (CAKMAK e HORST, 1991 e HORST et al.,

1992), a participagdo desse elemento em eventos que resultam na producgdo de
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radicais livres € relatada (ONO et al., 1995). O Al também pode promover a
oxidagdo de compostos fendlicos a quinonas que, por reducgdo, resultam na
formacao de radicais do tipo semiquinona. Estes, por autoxidacdo, podem gerar
O, ™ e outras espécies toxicas de oxigénio (CAKMAK e HORST, 1991).

Neste experimento, o Al promoveu a peroxidagdo dos lipidios no sistema
radicular dos dois cultivares. Contudo, a concentracdo de MDA-TBA encontrada
no cultivar sensivel na presenga do Al foi bastante superior a verificada no
tolerante. O comportamento diferenciado dos dois cultivares pode ser decorrente
da agdo especifica de enzimas do sistema antioxidativo sobre os mecanismos de
eliminacdo dos radicais livres e, ou, ainda, de enzimas oxidativas, cuja agdo
resulta na formacdo de hidroperoxidos e na producdo desses radicais
(GUTTERIDGE e HALLIWELL, 1990 ¢ SCANDALIOS, 1993). Como os
efeitos toxicos observados nas células de plantas submetidas a condicoes
estressantes sdo decorrentes, em ultima anélise, da sua capacidade e, ou, dos seus
mecanismos de eliminacao de radicais livres e de outras substancias toxicas
(FOYER et al., 1994 e SCANDALIOS, 1993), os resultados apresentados no
Quadro 9 sugerem que, no cultivar tolerante, a eficiéncia desses processos seja
maior do que no sensivel, resultando em uma menor intensidade de peroxidagado
dos lipidios em seus tecidos. Na parte aérea, nenhum dos cultivares apresentou
alteracdes significativas na intensidade de peroxidagdo dos lipidios, o que vem
reforgar as consideragcdes efetuadas quanto a maior sensibilidade do sistema

radicular aos efeitos toxicos do Al (HORST et al., 1992).
4.3.2. Producao de aldeidos volateis

Na presencga do Al, a producdo de aldeidos volateis no sistema radicular
das plantas aumentou 5 e 1,4 vezes, respectivamente, nos cultivares sensivel e
tolerante (Quadro 10). Nessa condi¢do, a quantidade liberada de aldeidos volateis
foi 28,5% maior no cultivar sensivel do que no tolerante. Na auséncia do Al, ao
contrario, o cultivar tolerante apresentou uma liberacdo de aldeidos volateis

93,1% maior que no sensivel.
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Quadro 10 - Efeito do Al sobre a produgdo de aldeidos volateis em tecidos do
sistema radicular e da parte aérea de dois cultivares de sorgo

Aldeidos Volateis (Ug de formaldeido g' MF)
Concentragdo Sistema Radicular Parte Aérea
de Al (mM) Sensivel Tolerante Sensivel Tolerante
0 17,3 bB' 33,4 bA 53,6 aB 79,1 aA
0,185 103,2 aA 80,3 aB 59,0 aB 86,3 aA

' As médias seguidas pelas mesmas letras mintisculas nas colunas e maitsculas na linha, para
cada parte da planta, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Na parte aérea, o Al ndo mostrou efeito significativo sobre a produgdo de
aldeidos volateis em nenhum dos cultivares, embora os mesmos tenham diferido
entre si. A concentracdo de aldeidos volateis nessa parte das plantas do cultivar
tolerante foi superior a observada no sensivel na presenca (46,3%) e na auséncia
(47,6%) do Al.

Neste experimento, a concentragdo de aldeidos volateis no sistema
radicular aumentou na presenga do Al nos dois cultivares, mas em maior
intensidade no cultivar sensivel. Os efeitos citotdxicos dos aldeidos sdo bastante
conhecidos. Além de reagirem com grupos sulfidrilas das enzimas provocando a
sua inativa¢do, os aldeidos podem também reduzir a taxa de mitose em células e
inibir a sintese de tubulinas, principais proteinas dos microtibulos, necessarias a
formacdo do fuso acromatico (WILSON JR. ¢ McDONALD JR., 1986). Os
resultados obtidos pelo método do MBTH mostraram-se bastante similares aos
observados pelo teste do TBA, discutido anteriormente. Esse comportamento
refor¢a as consideragdes de que as substancias produzidas ou, pelo menos, os
efeitos decorrentes da presenga do Al na solugdo nutritiva provocam danos muito
mais intensos no cultivar sensivel do que no tolerante. Isso ocorre, possivelmente,
devido a menor eficiéncia dos mecanismos de eliminagdo de substancias toxicas e

de radicais livres do metabolismo celular do cultivar sensivel.
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4.4. Efeito do Al sobre a atividade enzimatica

O Quadro 11 apresenta os resultados encontrados para o efeito do Al
sobre a atividade de enzimas antioxidativas envolvidas nos mecanismos de
protecdo celular contra a peroxidagdo dos lipidios e, também, de enzimas
oxidativas que atuam no sentido de promover e, ou, ativar reagdes que favorecem
a acdo dos radicais livres em tecidos do sistema radicular e da parte aérea das
plantas dos dois cultivares de sorgo utilizados nos experimentos.

A atividade das peroxidases (POXs) no sistema radicular das plantas
aumentou na presenca do Al em 28,1 e 22,4% nos cultivares sensivel e tolerante,
respectivamente. Na parte aérea, o aumento na atividade das POXs causado pelo
Al foi de 12,7% no cultivar sensivel e de 7,1% no tolerante, sendo que os
mesmos nao diferiram entre si, independente da presenca do Al (Quadro 11).

O aumento da atividade das POXs na presenca do Al foi observado
também por CAKMAK e HORST (1991) em raizes de soja, principalmente apos
a exposicao prolongada das plantas ao estresse e sob concentracdes elevadas. O
Al, aparentemente, ativa POXs latentes nos tecidos e, ou, induz o surgimento de
1soformas (SIEGEL, 1993). A maior parte das POXs esta localizada nas paredes
celulares associadas a parede primaria, local onde se inicia a lignificagdo
(GASPAR et al., 1985). Na presenca do Al, o maior aumento na atividade das
POXs observado nas raizes do cultivar sensivel sugere que a producao de H,0,,
de compostos fendlicos e, ou, de hidroperdxidos, principais substratos dessas
enzimas (SIEGEL, 1993), foi mais intensa, o que pode ter contribuido para a
maior intensidade de peroxidacdo dos lipidios nas membranas e nos tecidos desse
cultivar (Quadros 8, 9 e 10). Segundo EZAKI et al. (1996), as isoenzimas das
POXs participam ativamente da eliminag¢do do H,O, gerado na presenca do Al.
Conforme suposicoes desses autores, existe a possibilidade de que a maior parte
dos hidroperoxidos gerados pela acdo do Al seja enzimaticamente liberada no
citossol a partir dos lipidios das membranas e, entdo, desintoxicada por POXs

existentes nessa fragao.
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Quadro 11 - Efeito do Al sobre a atividade enzimatica em tecidos do sistema

radicular e da parte aérea de dois cultivares de sorgo

Atividade Enzimatica

Concentragio Sistema Radicular Parte Aérea
Enzima ? | de Al (mM) Sensivel Tolerante Sensivel Tolerante
POXs 0 0,96 bA ' 0,67 bB 0,55 bA 0,56 bA
0,185 1,23 aA 0,82 aB 0,62 aA 0,60 aA
APXs 0 20,2 bB 27,9 aA 22,3 aA 13,6 aB
0,185 27,0 aA 13,3 bB 15,4 bA 7,4 bB
CATs 0 0,30 aA 0,31 aA 0,52 aB 0,66 aA
0,185 0,19 bA 0,18 bA 0,16 bB 0,21 bA
SODs 0 308,1 aA 2427 bB 489,5 aA 492,0 aA
0,185 310,2 aB 348,2 aA 517,7 aA 501,5 aA
POLs 0 0,45 bA 0,47 aA 0,47 aA 0,48 aA
0,185 0,59 aA 0,48 aB 0,47 aA 0,47 aA
LOXs 0 5,2 aA 2,6 aB 0,5 bA 0,2 bB
0,185 0,8 bA 0,6 bA 1,1 aA 0,5 aB
PALs 0 5,0 aB 8,9 aA 1,2 aB 1,8 aA
0,185 4,0 bB 6,2 bA 1,1 aB 1,9 aA
CADs 0 86,8 aA 78,4 bA 60,9 aA 60,9 aA
0,185 72,3 bB 107,9 aA 51,2 aA 64,5 aA

' As médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas e maiusculas na linha, para
cada parte da planta e para cada enzima, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

* POXs - Peroxidases (mmoles de purpurogalina min™ g MF)
APXs - Peroxidases do ascorbato (pmoles de acido ascorbico min™ g MF)

CATs - Catalases (mmoles de H,O, min"' g"' MF)
SODs - Dismutases do superéxido (unidades de SOD min” g' MF)
POLs - Oxidases dos polifenéis (mmoles de purpurogalina min" g"' MF)

LOXs - Lipoxigenases (moles de hidroperdxidos do acido linoléico min™ g' MF)

PALs - Aménia liases da fenilalanina (nmoles de 4cido trans-cindmico h™' g MF)
CAD:s - Desidrogenases dos alcoois cinamilicos (nmoles de NADPH min™ g MF).
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A atividade das POXs na parte aérea das plantas na presenca do Al foi
aumentada em menor intensidade do que no sistema radicular (Quadro 11).
Segundo SIEGEL (1993), o papel das POXs no metabolismo das plantas depende
da espécie em questdo, do 6rgdo envolvido e do estdgio de desenvolvimento.
Aparentemente, os efeitos mais drasticos do Al se manifestam no sistema
radicular, embora a sua acdo toxica sobre outros processos fisiologicos como a
fotossintese, por exemplo, também tenha sido relatada (CAMBRAIA et al., 1983 ¢
MOUSTAKAS et al., 1995).

Na presenca do Al, as peroxidases do ascorbato (APXs) apresentaram
comportamento distinto do observado para as POXs, uma vez que a atividade das
enzimas aumentou no sistema radicular do cultivar sensivel (33,7%), mas, em
contrapartida, reduziu no do tolerante (52,3%) (Quadro 11). A atividade das
APXs no sistema radicular do cultivar sensivel na auséncia do Al foi menor que
no tolerante, mas, na sua presenca, foi 103% maior. Na parte aérea, a atividade
das APXs na presenca do Al reduziu nos dois cultivares, com percentuais de
redug¢do de 30,9% para o cultivar sensivel e de 45,6% para o tolerante. Esses
resultados sugerem que, no sistema radicular do cultivar sensivel, a formacao e,
ou, o acimulo de H,O, foram aumentados pela acdo do Al, o que pode ter
concorrido para a maior intensidade de peroxidagdo dos lipidios, conforme
verificado nas membranas € nos tecidos desse cultivar (Quadros 8, 9 e 10).
Segundo ASADA (1992), as APXs estdo envolvidas em mecanismos de
eliminagdo do H,O, e de hidroperoxidos organicos formados nos plastidios, local
onde a participacao das catalases (CATs) € pouco provavel. A maior intensidade
de aumento na atividade das POXs observada na presen¢a do Al no sistema
radicular do cultivar sensivel pode, também, ter contribuido para um maior
acumulo de H,0, nos tecidos desse cultivar e, conseqiientemente, para o aumento
da atividade das APXs. Como o conteudo de H,O, nao fo1 medido neste trabalho,
a possibilidade de que o aumento da atividade das APXs nas raizes do cultivar
sensivel tenha sido decorrente da oxidagdo do ascorbato por compostos fenolicos

e, ou, ainda, do seu consumo como substrato de alguma outra enzima também
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ndo pode ser descartada, uma vez que o extrato enzimatico utilizado no
experimento ndo foi submetido a purificacao.

A atividade das catalases (CATs), por sua vez, foi significativamente
reduzida no sistema radicular de ambos os cultivares na presenca do Al (Quadro
11). Os percentuais de reducdo foram de 36,7% para o cultivar sensivel e de
41,9% para o tolerante. Nessa parte das plantas, a atividade das CATs nao diferiu
entre os cultivares na presenca ou nao do Al. Na parte aérea, a reducdo na
atividade das enzimas causada pelo Al nos dois cultivares foi maior que no
sistema radicular. No cultivar sensivel, a reducao foi de 69,2% e no tolerante de
68,2%. Os cultivares diferiram entre si, sendo a atividade das enzimas maior no
tolerante do que no sensivel.

Segundo CAKMAK e HORST (1991), o aumento da atividade das POXs
e a reducdo da atividade das CATs indicam que, na presenca do Al, o H,O, ¢
mais consumido em processos oxidativos como, por exemplo, durante a
peroxidacdo dos lipidios, do que desintoxicado do metabolismo. A maior
intensidade de redu¢do na atividade das CATs na parte aérea dos dois cultivares,
aparentemente, ndo esta relacionada ao acimulo de Al nesses tecidos, uma vez
que esse elemento toxico ¢ encontrado em maiores quantidades no sistema
radicular (GONCALVES et al., 1996). A reducdao da atividade das CATs no
sistema radicular e, também, na parte aérea das plantas dos dois cultivares sugere
uma participacdo limitada dessas enzimas nos mecanismos de elimina¢do do
H,0, produzido como resposta a toxicidade pelo Al. Nesse caso, o H,O, formado
naturalmente e, ou, pela acdo das dismutases do superoxido (SODs) deve ser
eliminado do metabolismo celular por algum outro mecanismo e, ou, ainda, com
a participacao de outra enzima. Como a atividade das APXs foi também reduzida
no sistema radicular do cultivar tolerante ¢ na parte aérea dos dois cultivares
(Quadro 11), ¢ possivel deduzir que, pelo menos nesses tecidos, o acimulo do
H,0, eventualmente formado pela agdo toxica do Al ndao tenha sido muito
intenso, embora a menor redugao da atividade das CATs no sistema radicular do

cultivar sensivel possa sugerir o contrario. O aumento observado na atividade das
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POXs no sistema radicular e na parte aérea das plantas (Quadro 11) parece ter
sido o principal mecanismo enzimdtico de quebra do H,O, formado nos tecidos
de ambos os cultivares na presenca do Al.

A atividade das dismutases do superdxido (SODs) nos tecidos dos
cultivares mostrou um comportamento distinto das demais enzimas. Na presenca
do Al, a atividade das SODs foi aumentada somente no sistema radicular do
cultivar tolerante (Quadro 11). E interessante observar que, na auséncia do Al, a
atividade das enzimas no cultivar sensivel foi 26,9% maior que no tolerante, mas,
na sua presenca, foi 10,9% menor. Na parte aérea, a atividade das SODs nao foi
alterada pelo Al em nenhum dos cultivares, sendo que os mesmos ndo diferiram

estatisticamente.

Na presenca do Al, o aumento da atividade das SODs nas raizes do
cultivar tolerante, certamente, contribuiu para a reducao dos niveis de O, ™ e,
conseqlientemente, para a redugcdo da peroxidacao dos lipidios (ZHANG e
KIRKHAM, 1996). CAKMAK e HORST (1991) também observaram o aumento
da atividade das SODs em 4pices de raizes de soja na presenca do Al. Segundo
SCANDALIOS (1993), como o O, ™ ¢ os seus derivados sdo altamente toxicos ao
metabolismo, a ocorréncia de uma atividade basal das SODs torna-se necessaria a
manuten¢do adequada dos mecanismos de protecao celular contra a peroxidagao
dos lipidios. Uma conseqiiéncia da maior atividade das SODs no sistema
radicular do cultivar tolerante na presenca do Al pode ter sido o aumento dos
niveis de H,0O,, embora se saiba que o excesso desse radical toxico exerga agao
inibitoria sobre essas enzimas (KRONINGER et al., 1992). A eliminagdo do
H,0, eventualmente produzido em decorréncia da acdo das SODs pode ser
realizada por POXs associadas as membranas (EZAKI et al., 1996). Essas
enzimas utilizam o H,0, em reagdes de oxidagdo dos monoligndis, produzindo
radicais fenoxi-mesoméricos que se condensam espontaneamente durante a etapa
final de deposicao da lignina na parede celular (WHETTEN e SEDEROFF, 1995
e EZAKI et al., 1996). Como a atividade das SODs no sistema radicular do
cultivar sensivel ndo foi significativamente alterada pela presenca do Al na

solucdo nutritiva, o aumento observado na atividade das APXs nessa parte das
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plantas (Quadro 11) reforca a possibilidade da oxidacdo do ascorbato por
compostos fenolicos presentes no extrato enzimatico nao purificado. O aumento
de 31,1% na atividade das oxidases dos polifendis (POLs) verificado na presenga
do Al somente no sistema radicular do cultivar sensivel fortalece essa idéia
(Quadro 11). Na presenga do Al, a atividade das POLs diferiu
estatisticamente entre os cultivares, sendo 20,4% maior no cultivar
sensivel. Na parte aérea, o Al ndo alterou significativamente a atividade das
enzimas.

A atividade das POLs ¢ aumentada em resposta a diversos tipos de
estresses, o que se verifica, também, sob condi¢des de defici€éncias nutricionais
(MAYER, 1987). Segundo LUKASZEWSKI ¢ BLEVINS (1996), o Al inibe o
crescimento das raizes pela inducao de deficiéncia de boro (B), resultando num
desvio do ciclo das pentoses-fosfato para a biossintese de compostos fendlicos, o
que pode ser acompanhado, também, pelo aumento da atividade das POLs
(MARSCHNER, 1995). O acimulo de compostos fendlicos e o aumento na
atividade das POLs resultam na produgdo de intermediarios altamente reativos
como quinonas derivadas do 4cido caf€éico que, juntamente com outros
compostos fendlicos, sdo efetivas na producao de O, © (MARSCHNER, 1995).
Na presenca do Al, o aumento observado na atividade das POLs somente nos
tecidos do sistema radicular do cultivar sensivel pode ser considerado um
indicativo seguro da producao de radicais livres. Além disso, as deficiéncias de B
(LUKASZEWSKI e BLEVINS, 1996) ¢ de Zn (GONCALVES et al., 1996)
verificadas na presenga do Al no sistema radicular das plantas também podem
resultar na producao e, ou, no acimulo de compostos fendlicos, de quinonas e de
radicais livres que, em ultima andlise, promovem a peroxidagdo dos lipidios,
conforme foi observado, principalmente, nas membranas e nos tecidos das raizes
do cultivar sensivel, em se¢des anteriores deste trabalho (Quadros 8, 9 e 10).

As lipoxigenases (LOXs) sdo enzimas oxidativas responsaveis pela
formagdo de hidroperdxidos a partir de 4cidos graxos polinsaturados. A atividade
das LOXs no sistema radicular das plantas foi reduzida na presenca do Al em

percentuais de 84,6 e 76,9%, respectivamente, nos cultivares sensivel e tolerante
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(Quadro 11). Na parte aérea e na auséncia do Al, a atividade das LOXs foi menor
que no sistema radicular. Na presenca do Al, entretanto, a atividade das enzimas
aumentou nos dois cultivares com maior intensidade no tolerante (150%) do que

no sensivel (120%).
Embora a maior parte dos trabalhos da literatura apresentem relatos de

aumentos na atividade das LOXs sob condi¢cdes de estresses diversos, neste
experimento, ao contrario do esperado, a atividade enzimatica na presenca do Al
foi reduzida no sistema radicular dos dois cultivares, principalmente no sensivel
(KUMAR ¢ KNOWLES, 1993). Como a peroxidacao dos lipidios foi aumentada
nas raizes de ambos os cultivares na presenca do Al, o incremento da atividade
das LOXs era esperado, uma vez que os catabolitos formados pela acdo dessas
enzimas sobre acidos graxos polinsaturados estdo sujeitos a decomposi¢do a
aldeido maldnico e a outros aldeidos, produtos da peroxidacdo dos lipidios
(OLSSON, 1995). Deve-se ressaltar que a determinacdo da atividade das LOXs
foi realizada apenas no décimo dia de cultivo e, portanto, a reducao da atividade
enzimdtica pode ter sido um fendmeno momentaneo. Embora ndo tenha sido
realizado o monitoramento ao longo do tempo, acredita-se que, pelo menos no
inicio do estresse por Al, a atividade das LOXs tenha aumentado, uma vez que o
processo de peroxidacao dos lipidios torna-se auto-propagativo apds a liberacao
dos hidroperoxidos pela agdo dessas enzimas. ZHANG e KIRKHAM (1996)
observaram reducdes na peroxidagdo dos lipidios e na atividade das LOXs em
tecidos foliares de plantas de sorgo na presenca de n-propil galato, um composto
fenolico anti-oxidante que apresenta efeitos diretos sobre a eliminagdo do O, ™ ¢
que atua, também, como inibidor da atividade das LOXs (TODD et al., 1990). O
acumulo de compostos fenodlicos em plantas tratadas com Al também foi relatado
por CAKMAK e HORST (1991) em raizes de soja. No presente trabalho, o
aumento observado na atividade das POLs na presenca do Al somente no sistema
radicular do cultivar sensivel (Quadro 11) pode ser considerado um indicativo
seguro da maior producdo e, ou, do acimulo de compostos fendlicos em seus

tecidos. A inibicao da atividade das LOXs ao longo do tempo pode ser, portanto,
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um mecanismo metabolico eficiente para a reducao dos danos provocados pela
peroxidagao dos lipidios na presenga do Al. Na parte aérea, por outro lado, o
aumento observado na atividade das LOXs pode ser um reflexo do menor
acumulo de compostos fendlicos nessa parte das plantas, o que possibilitaria a
manutengdo da atividade enzimatica em niveis mais elevados, uma vez que os
mecanismos de eliminacdo de radicais livres parecem ser menos alterados pelo
Al, que se acumula em menor quantidade nas folhas (GONCALVES et al., 1996).
Infelizmente, ndo foram encontrados trabalhos na literatura associando a
atividade das LOXs a toxicidade provocada pelo Al.

Na presenga do Al, a atividade das amoénia liases da fenilalanina (PALs),
enzimas-chave do metabolismo secundario, foi reduzida em 20% no sistema
radicular do cultivar sensivel e em 30,3% no do tolerante (Quadro 11). Os
cultivares diferiram entre si, sendo a atividade das PALs no cultivar tolerante
maior que no sensivel na presenga ou nao do Al. Na parte aérea, a atividade das
enzimas nao foi alterada pelo Al, embora os cultivares tenham diferido
estatisticamente.

A reducdo observada na atividade das PALs na presenga do Al no
sistema radicular dos dois cultivares pode ter sido decorrente da inibicao das
enzimas por compostos fenolicos, uma vez que este experimento foi avaliado
somente no décimo dia de tratamento, quando os sintomas de toxicidade pelo Al
e o escurecimento das raizes eram intensos. SATO et al. (1982) verificaram a
reducdo da atividade das PALs em tecidos de batata-doce e de ervilha na
presenca de compostos fenolicos. CAHILL e McCOMB (1992) relataram
variagdes no tempo e no espago da atividade das PALs em raizes de plantas de
eucalipto, como resultado do acimulo de compostos fendlicos e de lignina.
Segundo observacdes de CAMPBELL e SEDEROFF (1996), um aumento inicial
na atividade das PALs parece ser necessario apenas para redirecionar o fluxo da
fenilalanina para a biossintese dos fenilpropanodides. A redugdo observada na
atividade das PALs na presen¢a do Al no sistema radicular das plantas também

pode ter sido decorrente da acdo de mecanismos de controle da transcri¢ao
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(CAMPBELL e ELLIS, 1992) e, ou, at¢ mesmo da inativacdo da enzima
(RITENOUR e SALTVEIT, 1996). Esses mecanismos sdao desencadeados no
sentido de reduzir o conteido de compostos fenodlicos, a formagao de radicais
superoxidos e, conseqiientemente, a peroxidagdo dos lipidios. Portanto, o maior
percentual de reducdo na atividade das PALs observado no sistema radicular das
plantas do cultivar tolerante na presenca do Al pode ter contribuido para a menor
intensidade de peroxidagdo dos lipidios, conforme verificado nas membranas e
nos tecidos desse cultivar (Quadros 8, 9 e 10). Embora tenha reduzido em
intensidade superior ao cultivar sensivel, a maior atividade das PALs observada
na presenca do Al no sistema radicular do cultivar tolerante pode ser considerada
um indicativo de que o funcionamento do metabolismo secundario nas plantas
desse cultivar foi mantido em nivel satisfatério, mesmo apds a manifestacdo dos
efeitos toxicos do Al.

A atividade das desidrogenases dos alcoois cinamilicos (CADs), enzimas
marcadoras da lignificacdo, apresentou reducdo de 16,7% no sistema radicular
das plantas do cultivar sensivel na presenca do Al (Quadro 11). No cultivar
tolerante, ao contrario, a atividade das CADs aumentou em 37,6% na presenca do
Al. Na parte aérea, a atividade dessas enzimas nao foi significativamente alterada
pela presenca do Al na solugdo nutritiva e os cultivares ndo diferiram
estatisticamente.

A redugao observada na atividade das CADs no sistema radicular do
cultivar sensivel na presenca do Al também pode ndo representar o
comportamento das enzimas ao longo do tempo, uma vez que a atividade foi
determinada apenas no décimo dia de tratamento, quando os sintomas de
toxicidade eram pronunciados. Segundo DIXON e PAIVA (1995), a atividade
das CADs pode ser estabilizada e, ou, at¢é mesmo reduzida apds estresses
prolongados, uma vez que diversos compostos fenolicos podem atuar como
inibidores dessas enzimas. Além disso, SARNI et al. (1984) verificaram que a
atividade das CADs pode ser reduzida sob condi¢des de deficiéncia de Zn,

sugerindo que este micronutriente seja parte do centro ativo e, ou, um ativador
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metalico dessas enzimas. Resultados obtidos por GONCALVES et al. (1996),
trabalhando com os mesmos cultivares de sorgo utilizados neste experimento, que
evidenciaram uma redug¢do na concentracdo de Zn no sistema radicular e na parte
aérea das plantas, mas, principalmente nos tecidos do cultivar sensivel, reforcam
as consideracoes de SARNI et al. (1984).

Na presenca do Al, o aumento observado na atividade das CADs no
sistema radicular das plantas do cultivar tolerante sugere uma maior lignificagao
dos tecidos, sendo uma estratégia provavel utilizada pelas plantas desse cultivar
no sentido de reduzir o acimulo de compostos fendlicos e, ou, de H,O,,
substancias potencialmente téxicas ao metabolismo celular (SIEGEL, 1993,
CAKMAK e HORST, 1991). O monitoramento da atividade das CADs ao longo
do tempo poderia esclarecer melhor a participagdo dessas enzimas nos processos
de lignificag¢do dos tecidos das plantas na presenca do Al.

A comparagdo dos resultados encontrados para os efeitos do Al sobre a
atividade enzimatica (Quadro 11) com aqueles obtidos para a peroxidacdo dos
lipidios (Quadros 8, 9 e 10) sugere que, no cultivar tolerante, os mecanismos
enzimaticos de protecdo celular contra estresses oxidativos operam com maior
eficiéncia do que no sensivel. Os resultados mostraram, também, que os efeitos
toxicos do Al sdao muito mais intensos no sistema radicular das plantas,
possivelmente em decorréncia do maior acimulo de Al nesses tecidos. Dentre as
principais modificagdes observadas na atividade enzimatica, aquelas que podem
ter contribuido, efetivamente, para a menor intensidade de peroxidagdo dos
lipidios no sistema radicular do cultivar tolerante na presenca do Al foram o
aumento na atividade das SODs e das CADs e, ainda, a maior reducao na
atividade das PALs. Essas alteracdes, aparentemente, resultaram num menor
acumulo de O, ™ e de compostos fenolicos toxicos nos tecidos do sistema
radicular do cultivar tolerante. A maior intensidade de aumento na atividade das
POXs e o aumento na atividade das POLs observados no sistema radicular do
cultivar sensivel na presenca do Al sugerem que o conteudo de H,O, e de

compostos fenolicos nesse cultivar foi mais intenso, o que pode ter contribuido
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para a maior ocorréncia de danos oxidativos nas suas membranas e em seus
tecidos. O maior acumulo de compostos fenolicos nos tecidos radiculares do
cultivar sensivel parece ter concorrido para a maior intensidade de reducdo na
atividade das LOXs e, também, na atividade das CADs nas plantas desse cultivar,
uma vez que tais substdncias sdo inibidoras dessas enzimas. As reducoes
observadas nas atividades das CATs e das APXs no sistema radicular das plantas
de ambos os cultivares na presenga do Al sugerem uma contribui¢do reduzida
dessas enzimas nos mecanismos de quebra do H,O,, o que reforca a possibilidade
de que esse radical seja mais consumido em reacdes peroxidativas do que

desintoxicado do metabolismo celular das plantas sob condi¢des de estresse por Al.
4.5. Efeito do Al sobre compostos fendlicos

4.5.1. Teor de lignina

O Al aumentou o teor de lignina no sistema radicular das plantas dos
cultivares sensivel e tolerante em 32,3 e 42,3%, respectivamente (Quadro 12). O
teor de lignina no sistema radicular diferiu estatisticamente entre os cultivares,
sendo que o sensivel apresentou valores mais elevados tanto na presenga (10,8%)
quanto na auséncia do Al (19,2%). Na parte aérea, o teor de lignina nos tecidos
ndo foi influenciado pelo Al, embora os cultivares tenham diferido entre si. Nessa
porcdo, o cultivar tolerante mostrou maior teor de lignina que o sensivel na
presenca ou nao do Al

Quadro 12 - Efeito do Al sobre o teor de lignina em tecidos do sistema radicular e
da parte aérea de dois cultivares de sorgo

Lignina (Absorvancia Liquida »s0nm mg" MF)
Concentragao Sistema Radicular Parte Aérea
de Al (mM) Sensivel Tolerante Sensivel Tolerante
0 0,031 bA' 0,026 bB 0,017 aB 0,019 aA
0,185 0,041 aA 0,037 aB 0,017 aB 0,019 aA

" As médias seguidas pelas mesmas letras mintisculas nas colunas e maitsculas na linha, para
cada parte da planta, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Embora SNOWDEN e GARDNER (1993) tenham identificado um gene
induzido pelo Al em raizes de plantas de trigo apresentando homologia de
seqliéncia para as PALs, o papel regulatorio dessas enzimas na biossintese de
lignina ¢ questionavel (LEWIS ¢ YAMAMOTO, 1990), uma vez que a
modulagdo da sua atividade afetaria todos os produtos do metabolismo dos
fenilpropanoides, uma via metabodlica responsavel pela producao de diversos
compostos fendlicos como os flavandides e os taninos, por exemplo. O aumento
da atividade das CADs, enzimas responsaveis pela producdo dos mondmeros
p-hidroxifenil, guaiacil e siringil na etapa anterior a polimerizagdo da lignina, ¢
considerado uma forte evidéncia da biossintese e do acimulo dessa substancia
(MITCHELL et al., 1994). Segundo SIEGEL (1993), a polimerizagdo da lignina
com a participacdo das POXs e das POLs ¢ um mecanismo eficiente para a
remo¢ao do H,0, e para a imobilizagdo de compostos fendlicos toxicos
(WHETTEN e SEDEROFF, 1995).

Neste experimento, na presenca do Al, a deposicdo de lignina foi
aumentada nos dois cultivares, mas em maior intensidade no tolerante. Embora,
na presenca do Al, a atividade das PALs tenha reduzido nas raizes dos dois
cultivares e a das CADs aumentado somente no sistema radicular das plantas do
cultivar tolerante (Quadro 11), a participagdo dessas enzimas no acimulo de
lignina nos tecidos dos dois cultivares ndo pode ser descartada. Apos tratamentos
prolongados com o Al, a possibilidade de inativacao ou, pelo menos, de inibi¢ao
momentanea da atividade das PALs e das CADs como um resultado do acimulo
de produtos finais das reacdes catalisadas por essas enzimas e, principalmente, de
compostos fenolicos toxicos, também deve ser considerada (CAKMAK e
HORST, 1991 e CAMPBELL e ELLIS, 1992). O acompanhamento da atividade
enzimatica ao longo do tempo poderia esclarecer melhor a importancia das PALs
e das CADs nos processos de acumulo de lignina nas raizes das plantas
submetidas ao estresse por Al.

O maior acumulo de lignina nas raizes do cultivar tolerante na presenca

do Al parece ser resultante da ativacdo de mecanismos celulares de remocgao de
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H,0, e de imobilizagdo de compostos fenolicos toxicos nos tecidos desse
cultivar, uma vez que a atividade das SODs nas suas raizes foi aumentada sem
que se tenha observado um incremento proporcional nas atividades das CATs,
das APXs e das POXs (Quadro 11), enzimas que poderiam reduzir o contetido de
H,0, nos tecidos (SIEGEL, 1993). Embora SASAKI et al. (1996) nao
considerem o fenomeno de deposi¢do de lignina em raizes um fator primario dos
efeitos toxicos do Al, mas apenas uma resposta secundaria das plantas a injuria,
esse mecanismo pode ter sido importante para a reducao da peroxidagdo dos
lipidios nas membranas e nos tecidos das raizes das plantas do cultivar tolerante

na presenca do Al, conforme observado neste trabalho.

4.5.2. Teor de compostos fendlicos soluveis

Na presenca do Al, o teor de compostos fendlicos soliveis aumentou no
sistema radicular dos dois cultivares (Quadro 13). No cultivar sensivel, o
aumento foi mais intenso (6,1 vezes) do que no tolerante (2,2 vezes). O cultivar
tolerante apresentou teores de compostos fendlicos soliveis maiores que no
sensivel na presenca (34,3%) e na auséncia (198,6%) do Al. Na parte aérea, o Al
também provocou um aumento do teor de compostos fendlicos, mas em menor
intensidade do que no sistema radicular. No cultivar sensivel, o aumento foi de
57% e no tolerante de 47,1%. Os cultivares diferiram entre si, sendo o acimulo
de compostos fenolicos soluveis no cultivar sensivel maior que no tolerante na
presenca (38,7%) e na auséncia (30%) do Al

O acumulo de compostos fendlicos ¢ uma caracteristica tipica de plantas
deficientes em boro (B), o que parece estar relacionado com a fun¢do desse
elemento na formagdo de complexos cis-diol com acgucares e fendis
(MARSCHNER, 1995). A redugdao do crescimento em raizes de plantas
estressadas com Al tem sido revertida pela adi¢do de B a solucdo nutritiva
(LeNOBLE et al., 1996 ¢ LUKASZEWSKI e BLEVINS, 1996). Essa reversao

dos efeitos toxicos do Al pode ser decorrente, dentre outros fatores, da redugdo
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do teor de compostos fendlicos, uma vez que o Al parece reduzir a concentragao
de B nas raizes. Segundo MARSCHNER (1995), sob deficiéncia de B ocorre o

Quadro 13 - Efeito do Al sobre o teor de compostos fendlicos soliiveis em tecidos
do sistema radicular e da parte aérea de dois cultivares de sorgo

Compostos Fenolicos Soltiveis (g de tirosina g" MF)
Concentragdo Sistema Radicular Parte Aérea
de Al (mM) Sensivel Tolerante Sensivel Tolerante
0 58,0 bB' 173,2 bA 214,9 bA 165,3 bB
0,185 410,0 aB 550,8 aA 337,3 aA 243,1 aB

' As médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas colunas e maitsculas na linha, para
cada parte da planta, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

acumulo de compostos fendlicos acompanhado pelo aumento da atividade das
POLs nos tecidos. Esse processo pode resultar na producdo de quinonas
altamente reativas, que estdo envolvidas na peroxidacdo dos lipidios das
membranas (MARSCHNER, 1995). Segundo CAKMAK e HORST (1991), apos
tratamentos prolongados com Al, as raizes das plantas tornam-se escuras, o que
pode indicar a ocorréncia de oxidacdo de compostos fendlicos por quinonas
citotoxicas. Aparentemente, o processo de toxicidade provocado pelas quinonas €
decorrente da sua reducao inicial a semiquinona. Este radical, por sua vez, forma
radicais superoxidos (O, ™ ) em reagdes de autoxidacdo, além de outras espécies
toxicas de oxigénio (CAKMAK e HORST, 1991).

Neste experimento, o teor de compostos fendlicos soltiveis foi aumentado nos
dois cultivares e nas duas partes da planta na presenca do Al. Contudo, nas raizes
do cultivar sensivel, o incremento foi muito mais intenso, coincidindo com o
aumento observado nas atividades das POXs, das APXs e das POLs,
principalmente nas raizes desse cultivar (Quadro 11). O aumento na atividade
dessas enzimas parece ter sido provocado pelo elevado teor de compostos
fenolicos presentes nos seus tecidos, uma vez que, dentre outras substancias mais
especificas, esses compostos podem, também, ser utilizados como substratos

(GASPAR et al., 1985; MAYER, 1987 ¢ AMAKO et al., 1994). O aumento do
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teor de compostos fendlicos observado na presenca do Al parece ter sido o
responsavel pela reducdo das atividades das LOXs e das PALs no sistema
radicular de ambos os cultivares, bem como pela redugdo na atividade das CADs
nas raizes do cultivar sensivel (Quadro 11), conforme sugerem resultados da
literatura (CAMPBELL e ELLIS, 1992 e WHETTEN e SEDEROFF, 1995).
Neste trabalho, a atividade das LOXs na presenca do Al reduziu em
intensidade muito maior nas raizes do cultivar sensivel, o que coincidiu com o
maior acimulo de compostos fenolicos soluveis nos tecidos desse cultivar
(Quadro 11). Portanto, a possibilidade de que a atividade das LOXs tenha
aumentado no inicio do tratamento com Al ¢ reforcada, o que poderia ser
esclarecido pelo monitoramento da atividade dessas enzimas ao longo do tempo.
No caso das PALs, a atividade das enzimas foi reduzida em maior intensidade
nas raizes do cultivar tolerante (Quadro 11). Esse comportamento, aparentemente,
pode estar relacionado aos mecanismos de protecao celular das raizes contra o
excesso de intermedidrios toxicos, o que parece ter resultado num menor acimulo
de compostos fendlicos nos tecidos do cultivar tolerante. Portanto, a reducao na
atividade dessas enzimas, apds tratamentos prolongados com Al, pode ser
decorrente da inibicdo da sua biossintese por compostos intermediarios e, ou,
pelos produtos finais das reacdes. O comportamento especifico observado em
cada cultivar parece contribuir diretamente para a tolerancia diferencial dos
mesmos ao Al. O acumulo de compostos fenolicos soliiveis na parte aérea das
plantas dos dois cultivares foi menos intenso que no sistema radicular. Isso,
aparentemente, esta relacionado com o sitio primario da toxicidade provocada

pelo Al, que se verifica, principalmente, nas raizes das plantas.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Neste trabalho, estudaram-se os efeitos do aluminio (Al) em nivel téxico
sobre os sistemas metabolicos que controlam a producdo e a eliminagdo de
radicais livres e, conseqiientemente, a peroxidagao dos lipidios em plantas de dois
cultivares de sorgo, um sensivel (BRO0O7A) e outro tolerante (BROO6R) ao Al,
cultivadas durante 10 dias em solugdo nutritiva, pH 4,0, na presenga (0,185
mM) e na auséncia do Al.

Na presenca do Al, a atividade da H'-ATPase reduziu no sistema
radicular dos dois cultivares, principalmente nas membranas plasmaéticas
provenientes dos apices das raizes do cultivar tolerante, o que, aparentemente,
diminui o actmulo de Al nas células das raizes desse cultivar e,
conseqlientemente, a peroxidacao dos lipidios.

Dentre as principais modificagdes verificadas sobre a composi¢cdo de
acidos graxos da membrana plasmatica na presenca do Al, as mais importantes
foram observadas nos 4&pices das raizes, onde a relagdo 4cidos graxos
insaturados/acidos graxos saturados e, principalmente, o indice de liga¢des duplas
para acidos graxos com dezoito carbonos foram bastante reduzidos no cultivar
sensivel. Alteracdes como essas, provocadas pelo Al, podem resultar em
modificagdes na fluidez, na espessura ¢ em outras propriedades funcionais e

estruturais das membranas. Aparentemente, as alteragdes na composi¢ao dos
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acidos graxos na presenca do Al fazem parte dos mecanismos de reajustamento
das propriedades fisico-quimicas das membranas, que sdo alteradas em
decorréncia do estresse.

Na presenga do Al, a concentracdo do acido linolénico reduziu nas
membranas provenientes dos apices das raizes do cultivar sensivel, mas, de modo
contrario, aumentou muito no tolerante. As variagdes observadas no
comportamento dos dois cultivares permitem sugerir que, no sensivel, a redugdo
no conteudo desse acido graxo na presenca do Al tenha sido decorrente do seu
consumo em reacdes peroxidativas. Essa possibilidade foi evidenciada pelos
resultados encontrados para a peroxidacao dos lipidios, onde o cultivar sensivel
apresentou, na presenca do Al, valores mais elevados que o tolerante,
principalmente nas membranas provenientes dos dpices das raizes e, também, nos
tecidos radiculares. No cultivar sensivel, o Al parece exercer efeito direto sobre a
estrutura da membrana plasmadtica, tornando-a mais sensivel a agdo dos radicais
livres e, conseqiientemente, a peroxidacao.

A atividade enzimatica nos tecidos das plantas foi bastante alterada na
presenca do Al. A atividade das peroxidases (POXs) aumentou nas raizes e nas
folhas dos dois cultivares, principalmente no sensivel, o que sugere uma maior
producdo de H,0,, de compostos fendlicos e, ou, de hidroperoxidos, principais
substratos dessas enzimas, no cultivar sensivel, sendo uma das possiveis causas
da maior intensidade de peroxidacdo dos lipidios nas membranas e nos tecidos
desse cultivar.

De modo contrario, na presenca do Al, a atividade das peroxidases do
ascorbato (APXs) e das catalases (CATs) reduziu nos tecidos das plantas, exceto
nas raizes do cultivar sensivel, onde o aumento da atividade das APXs foi
verificado. As reducdes observadas na atividade dessas enzimas sugerem que, na
presenca do Al, o H,O, ndo ¢ eficientemente desintoxicado do metabolismo,
devendo ser consumido, principalmente, em processos peroxidativos e, ou, de

lignificacao.
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Na presen¢a do Al, a atividade das dismutases do superdxido (SODs) foi
aumentada somente nas raizes do cultivar tolerante, levando a crer que, nesse
cultivar, os mecanismos de eliminagdao de O, ™ apresentam maior eficiéncia que
no sensivel. O aumento na atividade dessas enzimas pode ter sido a principal
causa da menor intensidade de peroxidacdo dos lipidios nas raizes do cultivar
tolerante.

A atividade das oxidases dos polifenois (POLs) na presenga do Al
aumentou apenas nas raizes do cultivar sensivel, o que sugere um maior acimulo
de compostos fendlicos nos tecidos desse cultivar. O acimulo dessas substancias
pode resultar na producdo de intermedidrios altamente reativos como, por
exemplo, as quinonas, que sdo efetivas na producdo de O,™ e,
conseqiientemente, na peroxidacdo de lipidios.

Na presenca do Al, a atividade das lipoxigenases (LOXs) aumentou na
parte aérea das plantas em maior intensidade no cultivar tolerante, mas, de modo
contrario, reduziu no sistema radicular em maior intensidade no sensivel. A maior
intensidade de reducao na atividade das LOXs nas raizes do cultivar sensivel na
presenca do Al foi, aparentemente, decorrente do maior acimulo de compostos
fenolicos nos tecidos desse cultivar, embora acredita-se que, no inicio do
tratamento com Al, a atividade das enzimas tenha aumentado, resultando na
liberacao de hidroperdxidos e, conseqiientemente, na peroxidagao dos lipidios.

Nas raizes das plantas, a atividade das amoénia liases da fenilalanina
(PALs) reduziu na presenga do Al em ambos os cultivares, embora, nesse caso,
em maior intensidade no tolerante. A maior reducao na atividade enzimatica no
sistema radicular do cultivar tolerante parece ser uma estratégia utilizada pelas
plantas desse cultivar, visando proteger os seus tecidos contra o excesso de
compostos fenolicos toxicos, embora também acredita-se que, no inicio do
estresse, a atividade das enzimas tenha aumentado.

O aumento na atividade das desidrogenases dos alcoois cinamilicos
(CADs) verificado somente no sistema radicular do cultivar tolerante na presenca

do Al coincidiu com o maior acimulo de lignina observado nas raizes desse
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cultivar. A lignificacdo pode ter sido um mecanismo eficiente de prote¢do celular
contra o excesso de H,O, e de compostos fendlicos toxicos.

Na presenga do Al, o teor de compostos fendlicos soluveis aumentou nas
raizes e, também, nas folhas dos dois cultivares, principalmente no sensivel, o
que pode, pelo menos em parte, explicar os aumentos observados nas atividades
das POXs, das APXs e das POLs e, ainda, as reducdes nas atividades das LOXs e
das CADs, principalmente no sistema radicular do cultivar sensivel.

Todos os resultados obtidos neste trabalho sugerem que, na presencga do
Al, o cultivar tolerante produza menores quantidades de radicais de oxigénio
livres ou, entdo, possua mecanismos enzimaticos de remogdo, de imobilizagao e,
ou, de neutralizacdo desses radicais mais eficientes que no cultivar sensivel, o
que, aparentemente, resultou na menor intensidade de peroxidagdo dos lipidios
nos tecidos das raizes e da parte aérea e, especificamente, nas membranas

provenientes dos dpices das raizes das plantas do cultivar tolerante.
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APENDICE

Quadro 1A - Quadrados médios de analise de varidancia da atividade da
H'-ATPase de uma fragio purificada da membrana plasmatica de
apices de raizes e de raizes inteiras de dois cultivares de sorgo

Fontes de Atividade da H'-ATPase
Variagéo GL Apices de Raizes Raizes Inteiras
Cultivar 1 0,0071** 0,6943**
Aluminio (Al) 1 0,6170%* 0,7420%**
Cultivar x Al 1 0,0709** 0,0092%*
Blocos 5

Residuo 15 0,00061 0,0018

CV (%) 1,6 3,7

* Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade
** Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade

Quadro 2A - Quadrados médios de analise de variancia da composicao de acidos

graxos dos lipidios totais na fragdo purificada da membrana
plasmatica de épices de raizes de dois cultivares de sorgo

Fontes de Composicio de Acidos Graxos

Variagdo GL 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3
Cultivar 1 192,1302** | 0,1408ns | 4,5880* |69,8901** | 7,8085** | 16,8981%*
Aluminio (Al) | 1 |30,3054** |89,8721%* | 3,3496* |86,0816%* [ 15,9621**| 0,0075ns
Cultivar x Al 1 |84,0052** | 0,4181ns | 58,7861** | 4,6625* |33,2667** | 50,6763**
Blocos 2

Residuo 6 0,4200 0,5832 0,3559 0,6457 0,5416 0,3206
CV (%) 1,6 8,0 8,4 10,3 2,7 7,9

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade
** Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade
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Quadro 3A - Quadrados médios de analise de variancia do ILD¢g e das relagdes
AGI/AGS, 18:2/16:0 e 18:2/18:3 de acidos graxos dos lipidios totais
na fracao purificada da membrana plasmatica de apices de raizes de
dois cultivares de sorgo

Fontes de Quadrados Médios

Variagio GL ILD¢s AGI/AGS 18:2/16:0 18:2/18:3
Cultivar 1 0,00021ns 0,12403** 0,06901** 14,06167**
Aluminio (Al) 1 0,02900%** 0,09720%*%* 0,05200%** 7,03801%*%*
Cultivar x Al 1 0,00608** 0,00403ns 0,10641%** 33,7010%*
Blocos 2

Residuo 6 0,00010 0,00295 0,00091 0,27550
CV (%) 1,2 2,8 4,4 11,5

** Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade

Quadro 4A - Quadrados médios de analise de variancia da composi¢do de acidos
graxos dos lipidios totais na fragdo purificada da membrana
plasmatica de raizes inteiras de dois cultivares de sorgo

Fontes de Composicio de Acidos Graxos

Variagio GL 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3
Cultivar 1 |87,5880** | 0,4219ns | 7,7281** | 0,0154ns | 0,0007ns | 160,967**
Aluminio (Al) 1 [ 17,9097** | 5,6444** | 6,5860%* | 8,0524** | 2,4521ns | 109,022*%*
Cultivar x Al 1 |34,2732%*%| 3,2552*%* | 0,3234ns | 1,6060ns | 6,7951** | 120,143**
Blocos 2

Residuo 6 0,5558 0,1597 0,2317 0,2829 0,4083 0,7024
CV (%) 1,9 11,4 12,8 9,7 1,8 6,1

** Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade
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Quadro 5A - Quadrados médios de analise de variancia do ILD¢g e das relagdes
AGI/AGS, 18:2/16:0 e 18:2/18:3 de acidos graxos dos lipidios totais
na fracdo purificada da membrana plasmatica de raizes inteiras de
dois cultivares de sorgo

Fontes de Quadrados Médios

Variagio GL ILD¢s AGI/AGS 18:2/16:0 18:2/18:3
Cultivar 1 0,14300%* 3,40268** 0,06021** 4,18900%**
Aluminio (Al) 1 0,10268** 1,7864** 0,02521%** 1,31340%**
Cultivar x Al 1 0,06900** 1,32668%* 0,00907* 3,19300%**
Blocos 2

Residuo 6 0,00029 0,00871 0,00080 0,08459
CV (%) 1,5 3,2 3,0 10,0

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade
** Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade

Quadro 6A - Quadrados médios de analise de variancia da composi¢do de acidos
graxos dos lipidios totais de tecidos do sistema radicular de dois
cultivares de sorgo

Fontes de Composigdo de Acidos Graxos

Variagio GL 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3
Cultivar 1 |2,07368ns - 8,5021** |86,2371**| 0,0205ns | 4,3898ns
Aluminio (Al) 1 |0,00008ns - 11,2200%* | 64,1894** | 6,3169ns | 55,0788**
Cultivar x Al 1 |57,3927** - 9,1937** | 0,5611ns |52,2291**| 6,8562ns
Blocos 4

Residuo 12 | 2,46290 - 0,1911 0,2213 2,8169 2,3713
CV (%) 6,0 --- 13,6 4,8 3,6 9,2

** Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade
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Quadro 7A - Quadrados médios de analise de variancia do ILD¢g e das relagdes
AGI/AGS, 18:2/16:0 e 18:2/18:3 de acidos graxos dos lipidios totais
de tecidos do sistema radicular de dois cultivares de sorgo

Fontes de Quadrados Médios

Variagio GL ILD¢s AGI/AGS 18:2/16:0 18:2/18:3
Cultivar 1 0,00084ns 0,55444ns 0,00882ns 0,08064ns
Aluminio (Al) 1 0,00925 * 0,58141ns 0,01152ns 2,21113%*%*
Cultivar x Al 1 0,04512%* 6,92665** 0,64082%** 0,00060ns
Blocos 4

Residuo 12 0,00179 0,15259 0,01268 0,14624
CV (%) 2,8 7.4 6,3 13,5

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade
** Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade

Quadro 8A - Quadrados médios de andlise de varidncia da peroxidacdo dos
lipidios na fracao purificada da membrana plasmatica de apices de
raizes e de raizes inteiras de dois cultivares de sorgo

Fontes de Peroxidagao dos Lipidios
Variagéo GL Apices de Raizes Raizes Inteiras
Cultivar 1 13,9245ns 78,4476**
Aluminio (Al) 1 35,8370ns 3,3718ns
Cultivar x Al 1 200,9907** 6,9479ns
Blocos 4

Residuo 12 15,3499 4,0637

CV (%) 16,0 14,6

** Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade
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Quadro 9A - Quadrados médios de andlise de variancia da peroxidacdo dos
lipidios e da producdo de aldeidos volateis em tecidos do sistema
radicular e da parte aérea de dois cultivares de sorgo

Fontes de Peroxidagdo dos Lipidios Aldeidos Volateis
Variagdo GL | Sist. Radicular | Parte Aérea | Sist. Radicular | Parte Aérea
Cultivar 1 1271,933%* 465,748ns 30,27ns 3481,24%**
Aluminio (Al) 1 5292,859%** 698,467ns 21387,12%* 199,86*
Cultivar x Al 1 620,130%* 0,653ns 2106,54** 4,05ns
Blocos 4

Residuo 12 32,931 197,556 10,58 27,82
CV (%) 16,7 32,7 5,5 7,6

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade
** Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade

Quadro 10A - Quadrados médios de analise de variancia das atividades das
peroxidases (POXs) e das peroxidases do ascorbato (APXs) em
tecidos do sistema radicular e da parte aérea de dois cultivares de

SOrgo
Fontes de Atividade da POXs Atividade da APXs
Variagdo GL | Sist. Radicular | Parte Aérea | Sist. Radicular | Parte Aérea
Cultivar 1 0,7554%** 0,00003ns 55,4071%** 418,6273**
Aluminio (Al) 1 0,2675%* 0,01675** 90,5982%* 259,3904**
Cultivar x Al 1 0,0237** 0,00079ns 685,1650** 1,0115ns
Blocos 5

Residuo 15 0,0013 0,00031 1,1481 5,3491
CV (%) 3,9 3,0 4.8 15,8

** Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade
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Quadro 11A - Quadrados médios de analise de variancia das atividades das
oxidases dos polifenois (POLs) e das catalases (CATs) em
tecidos do sistema radicular e da parte aérea de dois cultivares de

SOrgo

Fontes de Atividade da POLs Atividade da CATs
Variagdo GL | Sist. Radicular | Parte Aérea | Sist. Radicular | Parte Aérea
Cultivar 1 0,0094** 0,00013ns 18,08ns 51697,83**
Aluminio (Al) 1 0,0396** 0,00013ns 79254,22%* 992492 3**
Cultivar x Al 1 0,0236** 0,00013ns 787,715%* 12477,19%*
Blocos

Residuo 15 0,0009 0,0015 64,19 135,87
CV (%) 5,9 8,2 33 3,0

** Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade

Quadro 12A - Quadrados médios de analise de variancia das atividades das
dismutases do superoxido (SODs) e das lipoxigenases (LOXs)
em tecidos do sistema radicular ¢ da parte aérea de dois
cultivares de sorgo

Fontes de Atividade da SODs Atividade da LOXs
Variagdo GL | Sist. Radicular | Parte Aérea | Sist. Radicular | Parte Aérea
Cultivar 1 940,56* 233,59ns 9,645%* 0,9051**
Aluminio (Al) 1 14475,43%%* 1765,66ns 50,654%* 0,8283**
Cultivar x Al 1 13362,28** 4436,35ns 7,551%* 0,0823**
Blocos 4

Residuo 12 152,84 1064,89 0,041 0,0006
CV (%) 4,1 6,5 8,8 4,3

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade
** Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade
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Quadro 13A - Quadrados médios de analise de variancia das atividades das
amonia liases da fenilalanina (PALs) e das desidrogenases dos
alcoois cinamilicos (CADs) em tecidos do sistema radicular e da
parte aérea de dois cultivares de sorgo

Fontes de Atividade da PALs Atividade da CADs
Variagdo GL | Sist. Radicular | Parte Aérea | Sist. Radicular | Parte Aérea
Cultivar 1 55,377** 2,543%%* 1104,06** 263,89ns
Aluminio (Al) 1 19,958%* 0,14¢"ns 340,76ns 54,53ns
Cultivar x Al 4,360%** 0,041ns 2905,50%** 263,91ns
Blocos

Residuo 15 0,217 0,058 106,68 289,19
CV (%) 7,8 16,2 12,0 28,7

** Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade

Quadro 14A - Quadrados médios de andlise de variancia dos teores de lignina e
de compostos fendlicos soluveis em tecidos do sistema radicular e
da parte aérea de dois cultivares de sorgo

Fontes de Lignina Compostos Fenolicos Soltuveis
Variagdo GL | Sist. Radicular | Parte Aérea GL | Sist. Radicular | Parte Aérea
Cultivar 1 0,00905** 0,00271%** 1 81902,08** 25807,24%*
Aluminio (Al) | 1 0,06594** 0,33¢”ns 1 665357,4%* 50078,64**
Cultivar x Al 1 0,00009ns 0,50¢>ns 1 825,43ns 2480,79**
Blocos 5 4

Residuo 15 0,00013 0,00026 12 406,510 61,495
CV (%) 3,4 9,2 6,8 3,3

** Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade
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