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RESUMO

JUSTINO, Gilberto Costa, M. S., Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro de 2004,
Efeito do aluminio sobre a absorcéo e a reducéo de nitrato em dois cultivares de
arroz. Orientador: José Cambraia. Conselheiros. Marco Antonio Oliva Cano e Juraci
Alvesde Oliveira

Estudaram-se os efeitos do aluminio (Al) sobre a absor¢céo e a reducéo de nitrato, em
dois cultivares de arroz com tolerancia diferencial ao Al, sendo um tolerante (CNA — 1158)
e outro sensivel (CNA - 6843 — 1). Plantulas de arroz de 11 dias de idade foram expostas ao
Al nas concentragdes de 0 e 500 uM durante 21 dias. Ap0s esse periodo, foram analisadas as
seguintes variaveis. crescimento, teores de Al e de nitrogénio, absor¢do de nitrato e as
atividades “in vitro” e “in vivo” da redutase do nitrato (RN). O cultivar tolerante cresceu
mais e produziu mais matéria seca na parte aérea e no sistema radicular, independente da
presenca de Al. O Al reduziu, significativamente, o0 comprimento das raizes e da parte aérea
e a producdo de matéria seca apenas no cultivar sensivel. O teor de N-total na presenca de
Al aumentou significativamente apenas na parte aérea do cultivar tolerante; o teor de N-
NO;" sofreu redugio apenas no sistema radicular do cultivar sensivel e o de N-NH,4" n&o foi
significativamente influenciado pela presenca de Al nos dois cultivares. O Al reduziu a
absorcdo de nitrato, nos dois cultivares, principalmente no sensivel. O K, da absorcéo de
nitrato foi afetado nos dois cultivares; no tolerante, houve diminuicdo de 10,9% enquanto,
no sensivel, houve aumento de 3,1 vezes. As atividades da RN “invivo” e “in vitro” foram
significativamente reduzidas pelo Al, nos dois cultivares, exceto na parte aérea do cultivar
tolerante. Os resultados sugerem ser a absor¢éo de nitrato e a enzima RN importantes

componentes do mecanismo de tolerancia ao Al em plantas de arroz.
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ABSTRACT

JUSTINO, Gilberto Costa, M. S., Universidade Federal de Vigosa, February, 2004,
Aluminum effects on the uptake and reduction of nitrate in two rice cultivars.
Adviser: José Cambraia. Committee Members. Marco Antonio Oliva Cano and Juraci
Alves de Oliveira.

Aluminum effect on nitrate uptake and reduction in two rice cultivar with differential
Al tolerance was studied. Eleven days-old seedlings of the Al-tolerance cultivar (Fernandes;
CNA-1158) and of the Al-sensitive cultivar (Maravilha; CAN-6843-1) were exposed to O
and 500 uM Al. After 21 days of Al treatment plants were harvested and the following
variables determined: plant growth, Al, total-N, NOs - N and NH4" -N contents, nitrate
uptake and “in vivo” and “in vitro” nitrate reductase (NR) activities. The Al-tolerant cultivar
grew more and yielded more dry matter of the aerial parts and of the root system than the
Al-sensitive cultivar, independent of the presence of Al in the nutrient solution. Aluminum
reduced the growth and the dry matter yield in both plant parts but only in the Al-sensitive
cultivar. The total-N content increased only in the aerial part of the Al-tolerant cultivar. The
NOs -N contents reduced only in the root system of the Al-sensitive cultivar, while NH;" -N
did not change in both cultivars. Nitrate uptake was reduced by Al in both cultivars,
especialy in Al-sensitive one. The Km of nitrate uptake decreased about 11 % in the Al-
tolerante cultivar while it increased about 3.1 times in the Al-sensitive cultivar after Al
treatment. The V 4 did not change with Al treatment in both cultivars. Both “in vivo” and
“in vitro” NR activities were significantly reduced by Al treatments in both parts of the
plants of the two cultivars, except in the aerial part of the Al-tolerant cultivar. Nitrate uptake

and NR activities seem to be important components of the Al tolerance in rice plants.
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1. INTRODUCAO

O arroz € um dos mais importantes cereais, sendo alimento para mais de 70% da
populagdo mundial. Com o crescimento populacional e com a necessidade de intensificaco
da producdo deste cereal, torna-se necessario a utilizagdo de solos com caracteristicas
adversas, como as terras &cidas, altamente esgotadas em nutrientes minerais e, ou, com
problemas de toxidez de Al. A identificagdo de cultivares tolerantes a essas condi¢des, pode
beneficiar a producdo deste cereal em algumas regides de varios paises (JAN e PETERSON,
1995).

A toxidez do Al em plantas é considerada um dos principais fatores que limitam a
produtividade das plantas em solos &cidos (GONCALVES et a., 2000; BARCELO e
POSCHENRIEDER, 2002), que compreendem cerca de 40% de toda area aravel do mundo
(KOCHIAN, 1995), incluindo os solos sob o cerrado no Brasil central. A area de cerrado
ocupa quase um gquarto do territdrio nacional, concentrando-se principalmente, nos estados
de Goiés, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais. Os solos predominantes nesta
regido sdo latossolos, caracteristicamente &cidos, com baixos valores de capacidade de troca
catibnica, alta saturacdo de Al e reduzida disponibilidade de fosforo. Uma alternativa para
recuperar a fertilidade destes solos é a incorporacdo profunda de corretivos e fertilizante
(FERREIRA, 1995). Entretanto, as técnicas atualmente disponiveis para este fim sdo
consideradas impraticaveis por ndo ser conhecida uma metodologia que permita controlar
adequadamente o Al permutavel na parte sub-superficial dos solos ou devido aos elevados
custos dos corretivos e de sua aplicacdo, ou ainda pela grande extensdo de areas formadas
por solos apresentando elevada acidez (FERREIRA, 1995). Uma estratégia mais promissora
parece ser a utilizacdo de espécies tolerantes (DELHAIZE e RY AN, 1995), com reduc&o ou

eliminacdo da necessidade de correcéo do pH do solo.



O Al é um dos metais mais abundante na crosta terrestre, representando cerca de 7%
de sua massa (DELHAIZE e RYAN, 1995) e estd presente, quase sempre, na forma de
complexos estaveis de gipsita e alumino-silicatos (GANESAN, 1993). Estes complexos,
contudo, aos poucos, dependendo de varios fatores do meio, podem liberar o Al para a
solugdo do solo, disponibilizando-o em concentragdes elevadas para as raizes e,
conseguientemente, resultando em vérios tipos de injurias nas plantas (KOCHIAN, 1995).
Muitas espécies sdo sensiveis a concentracbes micromolares de Al (DELHAIZE e RYAN,
1995). A solubilidade do Al e, consequentemente, a sua toxidez sdo afetadas por varios
fatores, incluindo o pH do solo, o tipo de argila predominante, a concentragcdo de sais na
solugédo do solo e o teor de matéria organica (FOY, 1974). Na solugédo do solo, o Al pode se
apresentar sob diferentes formas, dependendo do pH e de outros fatores do solo. Em valores
de pH abaixo de 5,0 a forma predominante e, aparentemente, mais toxica, € a forma de ion
trivalente positivo (AI*) (MARSCHNER, 1995; DELHAIZE e RYAN, 1995). Com o
aumento do pH passam a predominar formas como Al(OH)?" e Al(OH),"e outras.

O Al tende a se acumular preferencialmente no pice radicular (KOCHIAN, 1995),
promovendo a inibicdo do alongamento radicular e a divisdo celular (SAMPSON et 4.,
1965). No caso da divisdo celular, o Al, aparentemente, aumenta a estabilidade da dupla
hélice, dificultando, portanto, a replicacdo do DNA na interfase (MORIMURA e
MATSUMOTO, 1978). O acumulo de Al no 4pice radicular tem sido apontado, por alguns
pesquisadores, como um indicativo de ser esta regido da raiz o principa sitio da acéo
inibitoria do Al sobre o crescimento radicular (DELHAIZE et al., 1993). Além disso, o apice
radicular parece possuir importante papel na percepcdo da presenca do Al e no
desencadeamento de mecanismos de tolerancia (RENGEL, 1996). Em estudo recente, foi
verificado que o Al induziu maior producdo de calose no &pice radicular de cultivares de
feijdo (MASSOT et al., 1999), o que ocorreu na interface entre a parede celular e a
membrana plasmaética, principalmente ao longo dos plasmodesmas, blogueando-os e
interrompendo a comunicagdo intercelular. Em milho também foi observada deposicéo de
calose apos um periodo de 24 horas de exposicdo ao Al (BUDIKOVA, 1999). Esta pode ser
a principal causa da reducdo no alongamento radicular de cultivares de trigo (SIVAGURU
et a., 2000). Nestas condicles, as plantas ndo conseguem obter adequadamente &gua e

nutrientes do subsolo, em virtude do enraizamento superficial, tornando-se, portanto, menos



produtivas e mais susceptiveis a seca (FERREIRA, 1995). A inibicdo do crescimento
radicular € um dos primeiros sintomas de toxidez de Al, manifestando-se apds 30 minutos
de exposi¢do de cultivares de milho a este elemento (LLUGANY et a., 1995). O aumento
na concentracdo de calcio diminui o efeito inibitério do Al sobre o crescimento radicular em
feijdo e em sorgo, pois ele passa a competir com 0 Al pelos sitios de ligacdo na parede
celular e membrana plasmatica (CAMBRAIA et al., 1991, ZANZONOWICZ et al., 1998).

Varias espéecies e cultivares respondem de maneira diferente a toxidez do Al, em
funcéo de suas diferencas genotipicas (OAKES e FOY, 1984; KOCHIAN, 1995). O mesmo
tem sido sugerido existir em arroz (SIVAGURU et a., 1992). A exposi¢ao de plantas ao Al
estimula a liberacéo de &cidos orgénicos que atuam como quelantes, imobilizando o Al em
formas ndo-toxicas, mecanismo este que pode ocorrer, também, internamente. Em resposta a
exposi¢do crescente ao Al, dois cultivares de trigo exibiram aumento linear na exsudacdo de
&cido mdlico, sugerindo gque este seria 0 mecanismo responsavel pela tolerancia apresentada
(PELLET et al., 1996). Em duas variedades de feijdo, o Al estimulou a secrecéo de acido
citrico, o que ocorreu paralelamente a0 aumento na atividade da sintase do citrato e da
isocitrato desidrogenase do NADP, sugerindo que este efeito é parte do mecanismo de
tolerancia ao Al nessas variedades (MUGAI et al., 2000).

Para entender os mecanismos da toxidez do Al é essencial identificar os sitios
primarios de sua acdo, anatdbmicos ou metabdlicos, pois ela se manifesta de diferentes
formas em diferentes espécies (DELHAIZE e RYAN, 1995). A toxidez do Al manifesta-se,
inicialmente, no meristema e na regido de alongamento celular, com reflexos imediatos na
taxa de crescimento radicular (FAGERIA e ZIMMERMANN, 1979; FAGERIA, 1982;
KOCHIAN, 1995) e, conseguentemente, reducéo na absorcéo de nutrientes (CAMBRAIA e
CALBO, 1980). Segundo alguns autores, € nesta regido que diferentes genes envolvidos na
tolerncia ao Al sdo expressos (DELHAIZE et a, 1993). ApOs exposi¢des mais prolongadas
do sistema radicular de plantas de arroz ao Al, a toxidez se manifesta por meio de um
conjunto de sintomas, gque expressam o efeito continuo deste ion sobre o crescimento do
sistemaradicular e da parte aérea e na absorcéo e utilizagdo de nutrientes (FAGERIA et d.,
1989). Tais sintomas incluem redugbes no peso de matéria seca, no nimero e no
comprimento das raizes, freqlentemente associados ao aumento no raio médio e no volume
radicular (S'VAGURU e PALIWAL, 1993). Além de afetar o alongamento e a divisdo



celular no meristema apical das raizes, o Al, também, reduz a absor¢do de &gua e de
nutrientes minerais (CAMBRAIA e CALBO, 1980; MARSCHNER, 1995, GRAHAM et al.,
2001). Além disso, o Al afeta o teor de clorofila, por estimular a atividade de clorofilases
(NEOGY et a., 2001), carotendides (MILIVOJEVIC et a., 2000), fotossintese (OHKI,
1986) e a respiracdo celular causando também efeitos inibitdrios sobre a absorcéo de ions
(FAGERIA et d., 1982). O Al ocasionou o0 acumulo de fésforo e ferro no sistema radicular
de uma variedade de trigo, provavelmente por interferir no seu transporte para a parte aérea,
mas diminuiu a concentracdo de manganés na parte agrea (FOY E FLEMING, 1982;
FAGERIA e CARVALHO, 1982). A absorcdo de cdcio também foi afetada pela presenca
de Al em um cultivar sensivel de arroz, embora o cultivar tolerante ndo tenha sido
significativamente afetado. A absor¢do de magnésio foi drasticamente afetada em dois
cultivares de arroz (JAN e PETERSON, 1993; MENDONCA et al., 2003), provavelmente
pela inativacdo de transportadores ou pela competicdo por sitios de absor¢do (RENGEL E
ROBINSON, 1989).

Evidéncias bioquimicas indicam que o Al liga-se ao fésforo, por reagdo de adsorcéo-
precipitacdo, na parede das células epidérmicas e corticais, e aos grupos carboxilicos livres
dos acidos poligalacturénicos da lamela média, sendo estes, provavelmente, os principais
sitios de adsor¢éo (MATSUMOTO et a., 1976). InteracGes do Al com a parede celular e a
membrana plasmética sd0, segundo estes autores, extremamente prejudiciais a estrutura e a
funcdo destes componentes celulares, interferindo na absor¢éo de nutrientes essenciais. No
citoplasma, 0 Al liga-se a enzimas, a camodulina, a tubulina e ao ATP, GTP e DNA,
alterando o metabolismo celular (DELHAIZE e RY AN, 1995).

No caso de arroz, outra alteragdo fisioldgica que comumente estd associada com a
exposicdo das plantas a niveis toxicos de Al é a destruicdo da membrana plasmética de
tecidos jovens (WAGATSUMA et a., 1995). Como 0 arroz € uma espécie considerada
relativamente tolerante ao Al, a influéncia deste elemento se restringe as porgdes mais
externas da raiz e ao apice radicular. Acredita-se que nessa e em outras especies tolerantes
ao Al, a integridade da membrana plasmatica das células do apice radicular, possa ser
preservada por apresentarem menor capacidade de ligar Al (WAGATSUMA et al., 1995).
Esses autores acreditam que o Al, a0 se ligar a membrana plasmética, promove sua

desintegracdo, resultando no vazamento de K e no desenvolvimento de anormalidades



morfologicas no apice radicular. Em milho, a presenca de Al ocasionou mudancas
qualitativas na composicao polipeptidica das proteinas periféricas de membranas de raizes,
ocorrendo o aumento de 14 polipeptidios com massa molecular entre 10 e 135 kDa. Porém,
nenhuma mudanca foi encontrada na composicéo de proteinas integrais de membranas do
sistema radicular e na composicéo polipeptidica de proteinas integrais e periféricas de
membranas isoladas de coleoptilos (MISTRIK et a., 2000). Em cevada houve mudanca no
perfil protéico da primeira folha apenas no cultivar sensivel, enquanto, no cultivar tolerante
nenhuma alteracdo foi detectada (TAMAS e MISTRIK, 1999).

Algumas evidéncias sugerem gque 0 metabolismo de N também esta, de algum modo,
envolvido no mecanismo de tolerdncia das plantas ao Al (FOY e FLEMING, 1982,
KELTJENS E ULDEN, 1987; CAMBRAIA et d., 1989). Aparentemente, atolerancia ao Al
em algumas espécies de plantas parece estar associada a capacidade delas utilizarem nitrato
na presenca de amonio e aumentarem o pH do meio de crescimento. Em sorgo, porém, isto
parece ndo ser verdade, pois, as plantas, na presenca de Al, diminuem o pH do meio, sendo
o efeito mais intenso a medida que a relagdo nitrato/amonia decresce (CAMBRAIA et a.,
1987; KELTJENS E ULDEN, 1987).

O Al tem efeito variado sobre a absor¢éo de nitrato, ndo existindo uma explicacdo
fisiol6gica para diversos resultados conflitantes. O Al reduziu a absor¢do do nitrato em dois
cultivares de sorgo, principamente no cultivar sensivel (CAMBRAIA et a., 1989), em
milho (DURIEUX et a., 1993) e em soja (RUFTY Jr et a., 1995). Em cevada, ao contrério,
Al aumentou a absorc¢ao de nitrato (NICHOL et al., 1993). Aparentemente, os efeitos do Al
sobre a absorcéo de nitrato dependem da espécie estudada, da concentracdo do Al no meio
de absor¢do, da duracdo do tratamento aplicado e, provavelmente, da sua interferéncia
posterior no processo de reducdo do nitrato e, ou, assimilagdo do nitrogénio em compostos
organicos.

Existe, também, bastante divergéncia quanto aos efeitos do Al sobre a redugéo e, ou,
assimilacdo do nitrogénio. Em soja, o Al parece néo ter qualquer efeito sobre a reducéo do
nitrato (RUFTY Jr et al., 1995). V&ios estudos, contudo, indicam que o Al além de
interferir na absorgéo de nitrato, reduz a atividade da redutase do nitrato (CAMBRAIA et
al., 1989; CUMMING, 1990), embora em agumas espécies tenham sido detectados
pequenos estimulos na atividade desta enzima (KELTJENS e ULDEN, 1987; KLOTZ e



HORST, 1988). Em arroz, GANESAN et al. (1993) sugerem que o Al interfere na sintese da
redutase do nitrato ou afeta diretamente a atividade da enzima, visto que esta foi diminuida
no cultivar sensivel, enquanto no cultivar tolerante, isto ndo aconteceu. Esses autores
admitem que o metabolismo de nitrogénio tem papel crucial no processo de tolerancia ao Al
em arroz. Novamente, estes resultados divergentes parecem ser decorrentes da utilizagdo de
diferentes espécies e da aplicagdo do Al em diferentes concentragdes no meio de absorgéo,
além das diversas condicdes experimentais aplicadas.

A redutase do nitrato € a primeira enzima participante do processo de assimilagéo do
nitrato e, provavelmente, representa um passo limitante para o processo. O Al, na maioria
dos trabalhos publicados, parece ter efeito negativo sobre a atividade “in vivo™ e *in vitro”
da redutase do nitrato (KELTJENS e ULDEN, 1987; CAMBRAIA et a., 1989). Em alguns
casos, a atividade enzimatica foi tao fortemente inibida pelo Al, que os autores sugerem ser
a redutase do nitrato uma enzima-chave associada ab mecanismo de tolerancia ao Al em
sorgo (CAMBRAIA et al., 1989). SANTORO et al. (1984) estudando os efeitos do Al em
milho (Zea mays L.), observaram efeitos depressivos deste ion sobre a atividade da redutase
do nitrato em folhas de milho tendo, a atividade enzimética caido para 50% apés 5 dias de
exposicdo e para 20% apds 9 dias de exposicéo. Estas reducdes foram acompanhadas por
decréscimos nos teores de nitrato nas folhas, sugerindo que o Al estaria afetando, também, a
absorcdo radicular de nitrato. Em arroz, GANESAN et al. (1993) estudaram os efeitos do Al
sobre a absorcéo de nitrato, sobre a atividade da redutase do nitrato e sobre a capacidade das
plantas elevarem o0 pH da solugdo externa. Baseados em seus resultados eles sugerem que a
tolerancia do cultivar utilizado (Co 37) foi resultante da maior capacidade deste cultivar
manter a absor¢do de nitrato e a atividade da redutase do nitrato em relagdo ao cultivar
considerado (ADT 36).

Existe grande interesse em se conhecer o(s) possivel(s) mecanismo(s) bioquimico(s)
e, ou, fisiologico(s) de tolerancia das plantas ao aluminio. Este conhecimento possibilitara
ndo apenas a obtencdo de variedades ou cultivares que sgam a0 mesmo tempo mais
tolerantes e mais produtivos, mas, possibilitard, também, o estabelecimento de condi¢des
Otimas de producdo da planta, mesmo na presenca de nivels elevados deste metal
(MENDONGCA, 2001). Parece provavel haver uma relacdo entre o metabolismo de

nitrogénio e a toleréncia diferencial ao Al. Contudo, esta inter-relacdo ndo estq ainda



perfeitamente esclarecida. Estudar o efeito deste elemento sobre a absor¢éo e reducdo de
nitrato constitui passo bastante importante para o entendimento dos mecanismos que
conferem resisténcia aos cultivares tolerantes.

Este trabalho teve como objetivo, portanto, determinar os efeitos do Al sobre o
crescimento das plantas, a absor¢éo e a reducdo de nitrato em dois cultivares de arroz com

tolerancia diferencial ao Al.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencdo do material vegetal

Nos experimentos foram utilizados dois cultivares de arroz (Oryza sativa L.) com
tolerancia diferencial ao Al: um tolerante (Fernandes: CNA-1158) e outro sensivel ao Al
(Maravilha: CNA-6843-1), fornecidos pelo Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijdo
de Goiania, GO.

As sementes, selecionadas quanto ao tamanho e forma, foram tratadas com &cido
sulfarico (H2SO4) 50% (v/v) por 15 min, lavadas em &gua de torneira e esterilizadas
superficialmente com hipoclorito de sédio 2% (v/v) por 15 minutos, sendo lavadas,
novamente, em agua corrente e em agua desmineralizada. Elas foram, ent&o, colocadas para
germinar em cartuchos de papel “germtest”, em vasos de 1,6 L contendo solugdo nutritiva de
Clark (CLARK, 1975), pH 4,0, com um terco da forca ionica original, sob aeracéo continua
e cobertos com sacos de plastico para criar uma camara Umida. Apos trés dias, 0s sacos
plasticos foram retirados permanecendo as plantulas por mais oito dias, recebendo um fluxo
de radiaco fotossinteticamente ativa de 230 pmoles m? s* e fotoperiodo de 16 horas, sob
arejamento continuo.

Todos os experimentos foram realizados em sala de crescimento com temperatura
controlada (25 + 3°C), sob fluxo de radiaco fotossinteticamente ativa de 230 pmoles m? s,

fotoperiodo de 16 horas e sob arejamento continuo.



2.2. Avaliacao dos efeitos do aluminio sobre o crescimento e teores de Al, N-total,
N-NO3 eN-NH4+

Plantas dos dois cultivares de arroz, obtidas conforme descrito no item 2.1, apos uma
selecdo, procurando manter a uniformidade de tamanho e forma, foram transplantadas em
nimero de 4 para vasos de polietileno contendo 1,6 L de solucdo nutritiva de Clark, pH 4,0
(CLARK, 1975). Os tratamentos consistiram na aplicacdo de Al nas concentracdes de O e
500 uM, na forma de AICl3.6H,0. O pH da solucédo nutritiva foi gjustado diariamente para
4,0 utilizando-se NaOH 0,1 N ou HCI 0,1 N. A solucéo nutritivafoi renovadaa cada 7 dias,
sendo o experimento encerrado apods 21 dias de cultivo. As plantas foram, entdo, colhidas,
lavadas em &gua corrente e depois enxaguadas em agua desmineralizada. No caso das raizes,
elas foram lavadas em agua corrente e, em seguida em HCI 0,1 N por 15 minutos para
eliminar o Al da parte externa das raizes, sendo lavadas novamente em &gua corrente e,
finalmente, enxaguadas em &gua desmineralizada. Determinou-se 0 comprimento da maior
raiz e da parte aérea, além do peso da matéria seca das duas partes das plantas, apos
secagem em estufa a 70°C, até atingirem peso constante. Amostras de matéria seca foram,
entdo, pulverizadas em almofariz elétrico e mineralizadas para a determinacdo dos teores de
Al, N-total, N-NOz", N-NH,".

2.3. Avaliacao do efeito do Al sobre a absor cao de nitrato

Plantas de dois cultivares de arroz, obtidas conforme descrito no item 2.1, apos uma
selecdo, procurando manter a uniformidade de tamanho e forma, foram transplantadas em
numero de 12, para vasos de polietileno contendo 1,6 L de solugéo nutritiva de Clark, pH
4,0 (CLARK, 1975). Os tratamentos consistiram na aplicagdo de Al nas concentracdes de O
e 500 uM naforma de AlCl3.6H,0. O pH da solucéo nutritivafoi gustado diariamente para
4,0 utilizando-se NaOH 0,1 N ou HCI 0,1 N. A solucéo nutritivafoi renovadaa cadab dias.

Apbs 21 dias as plantas foram transferidas para vasos contendo 500 mL de solugdo nutritiva,



fornecendo N-NO3” 0,1 mM como fonte Unica de nitrogénio e CaCl, 1 mM. As plantas
permaneceram neste tratamento por 24 horas, sendo as solugdes nutritivas renovadas a cada
4 horas. Decorrido este tempo, necess&rio para a obtencdo do equilibrio estacion&rio, e apos
a lavagem do sistema radicular com agua desmineralizada, as plantas foram transferidas
para novos vasos contendo 500 mL da mesma solugdo nutritiva anterior, com seus
respectivos tratamentos. Entdo, aliquotas de 1 mL do meio de cultivo passaram a ser
periodicamente coletadas. No inicio, em intervalos de 15 minutos, até se completarem 2
horas e, entdo, em intervalos de 1 hora, até o final do experimento, quando ocorreu o
esgotamento do nitrato na solucdo nutritiva. A reducdo do volume pela retirada das aiquotas
foi compensada pela adicéo de igual volume de &gua desmineralizada (CAMBRAIA et d.,
1989). No final do experimento, os sistemas radiculares foram destacados, lavados e
colocados para secar até obtencdo de peso constante. A concentracdo de N-NOs; nas
aliquotas coletadas foi determinada espectrofotometricamente a 210 nm (CAWSE, 1967).

As constantes cinéticas de absorcdo Vmax e Kp, para N-NOjs, foram avaliadas
segundo metodologia proposta por CLAASEN e BARBER (1974), e estimadas por uma
aproximacao grafico-matemética desenvolvida por RUIZ (1985).

2.4. Avaliacao do efeito do Al sobre a atividade da redutase do nitrato

2.4.1. Avaliacdo do efeito do Al sobre a atividade da redutase do nitrato “in
vitro”.

Plantas de dois cultivares de arroz, obtidas conforme descrito no item 2.1, apds uma
selecdo, procurando manter a uniformidade de tamanho e forma, foram transplantadas para
vasos de polietileno contendo 1,6 L de solucéo nutritiva de Clark, pH 4,0 (CLARK, 1975).
Os tratamentos consistiram na aplicacdo de Al nas concentracfes de 0 e 500 UM na forma
de AICl3.6H,0. O pH da solucdo nutritiva foi ajustado para 4,0 utilizando-se NaOH 0,1 N
ou HCI 0,1 N. A solucdo nutritiva foi renovada a cada 7 dias e, no vigésimo primeiro dia,
ela foi novamente renovada e modificada para conter todo o N na forma nitrica. A partir
deste momento, as plantas foram expostas a luz continua por um periodo de 24 h, apds o que
0 experimento foi encerrado e a atividade da redutase do nitrato determinada nas duas partes

da planta.
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Amostras de folhas e raizes foram trituradas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em um meio constituido de tampéo trissHCl 0,1M, pH 8,1, NiSO4 4 mM e
glutationa reduzida 20 mM (CAMBRAIA et a., 1989). Os extratos brutos foram filtrados
através de quatro camadas de gaze e centrifugados a 15.000 xg durante 15 minutos, usando-
se 0 sobrenadante para a determinacdo da atividade enzimatica. Aliquotas de 0,2 mL do
extrato enzimatico foram adicionadas a 1,8 mL de um meio de reacdo constituido de 200
pmoles de tampéo tris-HCI, pH 7,5, 20 pmoles de KNOj3, 0,1 umol de NADH e 0,1 mL de
triton X-100 1% (p/v), sendo a mistura incubada a temperatura de 30° C durante 10 minutos.
Apés este tempo, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 2 mL de sulfanilamida 1% (v/v)
em mistura com N-naftil etilenodiamino 0,01% (v/v) em HCI 1,0 M. O nitrito produzido foi
determinado por espectrofotometria do visivel a 540 nm (CAMBRAIA et al., 1989). A
atividade enzimética foi expressaem pmoles de NO, h™ g de matéria fresca (MF).

A temperatura de todos 0s equipamentos e das solugdes, usados durante as operagoes

de extracdo enzimaticafoi mantidaentre 0 e 4° C.

2.4.2. Avaliacdo do efeito do Al sobre a atividade da redutase do nitrato “in
Vivo” .

Plantas de dois cultivares de arroz, obtidas conforme descrito no item 2.1, apos uma
selecdo, procurando manter a uniformidade de tamanho e forma, foram transplantadas para
vasos de polietileno contendo 1,6 L de solugdo nutritiva de Clark, pH 4,0 (CLARK, 1975).
Os tratamentos consistiram na aplicacdo de Al nas concentracfes de 0 e 500 uM na forma
de AICI3.6H,0. O pH da solucdo nutritiva foi ajustado para 4,0 utilizando-se NaOH 0,1 N
ou HCI 0,1 N. A solucdo nutritiva foi renovada a cada 7 dias e, no vigésimo primeiro dia,
ela foi novamente renovada e modificada para conter todo o N na forma nitrica. A partir
deste momento, as plantas foram expostas a luz continua por um periodo de 24 h, apds o que
o experimento foi encerrado e a atividade da redutase do nitrato determinada nas duas partes
da planta.

Amostras de cerca de 200 mg de tecido vegetal (discos foliares ou fragmentos de
aproximadamente 1 cm de raiz) foram introduzidas em 5,0 mL de um meo de reacdo
congtituido de tampéo fosfato 100 mM, pH 7,5, KNO3; 30 mM, propanol 5% (v/v) e duas
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gotas de cloranfenicol (0,5 mg mL™), sendo incubadas no escuro a 25° C, durante 1 hora
Aliguotas de 0,4 mL do meio foram, entdo, retiradas e a elas adicionadas 0,3 mL de
sulfanilamida 1% (p/v) em HCl 3M, 0,3 mL de hidrocloreto de N-1-naftil-etilenodiamina
0,02% (p/v) e 2 mL de é&gua desmineralizada. Apés 15 minutos, determinou-se a
absorvancia a 540 nm (JAWORSKI, 1971). A atividade enzimética foi expressa em pmoles
de NO, h* g* de matéria seca (MS).

2.5. Analises quimicas

O teor de N-total foi determinado segundo técnica recomendada por CATALDO et
a. (1974) a partir de amostras pulverizadas e mineralizadas utilizando-se uma mistura
sulfosalicilica. Para a determinagdo do Al, as amostras foram mineralizadas em uma mistura
nitrico-perclorica (2:1; v/v), sendo o seu teor determinado pelo método da auminona
(WANG e WOOD, 1973). Os ions N-NOz e N-NH4" foram extraidos por incubagdo de
100 mg das amostras em 10 mL de &gua desmineralizada durante 1 hora, a 45° C. A
suspens3o foi centrifugada a 5.000 xg durante 15 minutos. Os teores de N-NOs™ e de N-NH,*
foram determinados nos sobrenadantes pelo método da nitracdo com acido salicilico
(CATALDO et al., 1975) e pelo método de Nessler (HAWK et a, 1954), respectivamente.

2.6. Delineamento experimental
Todos os experimentos foram dispostos em esquema fatorial, no delineamento 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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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1. Efeito do Al sobre o crescimento

Os comprimentos da parte aérea e da raiz seminal sofreram reducéo na presenca de
Al apenas no cultivar sensivel (Figura 1). Na presenca de Al, o comprimento da parte aérea
do cultivar sensivel diminuiu 10,1% e o do sistema radicular 26,2%, enquanto no cultivar
tolerante ndo foram observados efeitos significativos nas duas partes da planta. GANESAN
et al. (1993), trabalhando com outros cultivares de arroz, observaram reducéo de 22% no
comprimento do sistema radicular no cultivar sensivel e de 8% no tolerante. SIVAGURU e
PALIWAL (1993), trabalhando com pléantulas de 22 cultivares de arroz, observaram desde
aumentos até reducdes severas no comprimento das raizes e da parte aérea de plantas
tratadas com Al na concentragéo de 222 pM.

O comprimento, tanto da parte aérea quanto do sistema radicular, independente da
presenca de Al, foi maior no cultivar tolerante (Figura 1). Na presenca de Al, entretanto,
como o cultivar sensivel teve seu crescimento reduzido pelo Al e o tolerante ndo, a diferenca
entre eles tornou-se ainda maior; na presenca de Al, o comprimento tanto da parte aérea
quanto do sistema radicular do cultivar tolerante foi, em media, 30% maior do que no

sensivel.

13



Parte aérea Sistema radicular
oouM
500 uM
60 mooou
€
L
o Ab Ab Aa Aa
é 40 |
5_ Bb
IS
@]
O
20
0
Sensivel Tolerante Sensivel Tolerante

Figura 1. Efeito do aluminio sobre o comprimento da parte aérea e do sistema radicular de
dois cultivares de arroz, em solucdo nutritiva. As médias seguidas pelas mesmas
letras maiUsculas entre niveis de Al e mindsculas entre os cultivares, para cada
parte da planta, ndo diferem estatisticamente, ao nivel de 5% de probabilidade,
pelo teste de Tukey.

A producdo de matéria seca, tanto pelo sistema radicular quanto pela parte aérea,
sofreu reducdo significativa na presenca de niveis toxicos de Al apenas no cultivar sensivel
(Figura 2). Na presenca de Al, a producéo de matéria seca neste cultivar sofreu reducédo de
52,7% e de 41,5% na parte aérea e no sistema radicular, respectivamente. Esses resultados
confirmam os dados obtidos por MENDONCA et al (2003), utilizando os mesmos cultivares
de arroz, embora as concentragdes de Al testadas por eles tenham sido 0,75 e 1,5 mM.

O cultivar tolerante produziu uma quantidade de matéria seca significativamente
maior do que o sensivel, tanto da parte aérea quanto do sistema radicular. Na parte aérea e
no sistema radicular a produc@o de matéria seca foi respectivamente 78,6 e 73,0% maior no
cultivar tolerante do que no sensivel, na presenca de Al 500 uM. Outros cultivares de arroz
apresentaram, na presenca de Al na concentragdo de 222 pM, reducdes no peso da matéria
seca do sistema radicular de 13 e 34% nos cultivares tolerante e sensivel, respectivamente
(GANESAN et al., 1993).

14



Parte aérea Sistema radicular
__ 0,40 -
g oouM
c
T W 500 pM
2 0,30 -
o
=2
Aa
S Aa
8 0,20 1
8
XS
©
= 0,10 | AP Aa  Aa
Bb Ab
I Bb
0,00
Sensivel Tolerante Sensivel Tolerante

Figura 2: Efeito do auminio sobre a producéo de matéria seca de dois cultivares de arroz,
em solucdo nutritiva. As médias seguidas pelas mesmas |etras maiUscul as entre os
niveis de Al e minlasculas entre os cultivares, para cada parte da planta, ndo
diferem estatisticamente, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

A capacidade de produzir maior sistema radicular e, consequentemente, favorecer
maior absor¢do de &gua e de elementos minerais e a capacidade de produzir maior parte
aérea e, consequentemente, maior fotossintese e producdo de matéria seca que o cultivar
sensivel, principalmente na presenca de Al, expressa a maior tolerdncia ao Al do cultivar
tolerante.

Estudo realizado por FAGERIA et a. (1998), utilizando seis cultivares de arroz,
inclusive o cultivar Fernandes, ao variar as concentragoes de Al de 0 a 2.226 uM,
observaram reducfes na producdo de matéria seca tanto da parte aérea quanto do sistema
radicular. No caso do cultivar Fernandes ndo foi observada reducdo significativa de matéria
seca até a concentragdo de 742 uM de Al (FAGERIA et a., 1998), conforme no presente

estudo se constatou tambeém.
3.2. Efeito do aluminio sobre osteoresde Al, N total, NOs e NH,4".
O teor de Al aumentou significativamente com o tratamento das plantas com este

elemento, tanto na parte aérea quanto no sistema radicular (Quadro 1). No sistema radicular
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Quadro 1. Teores de aluminio na parte aérea e no sistema radicular de dois cultivares de

arroz, em solucao nutritiva.

) Teor de Al
Cultivar Al
Parte aérea Sistemaradicular

UM mg g*MS
Tolerante 0 0,23Ba 0,50Ba
500 0,32Aa 2,52Aa
Sensivel 0 0,08Bb 0,50Ba
500 0,29Aa 2,67Aa

1 As médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas entre os niveis de Al e minGsculas
entre os cultivares, para cada parte da planta, ndo diferem estatisticamente, ao nivel de 5%
de probabilidade, pelo teste de Tukey.

o0 teor de Al aumentou cerca de 5 vezes com o tratamento com Al nos dois cultivares. Os
cultivares diferiram entre s quanto ao teor de Al apenas na parte aérea dos controles. O
cultivar tolerante apresentou teor mais elevado de Al nesta parte da planta que o cultivar
sensivel. O teor de Al na parte aérea das plantas controle do cultivar tolerante,
comparativamente aos encontrados por MENDONCA et a. (2003) trabalhando com o
mesmo cultivar de arroz utilizado neste experimento, sugere a possibilidade de ter ocorrido
algum tipo de contaminacdo desta parte da planta durante a realizagdo das andlises quimicas.
Contudo, outras analises realizadas posteriormente com 0 mesmo material confirmaram os
resultados.

Os teores de Al nas duas partes da planta, portanto, ndo foram indicativos de
qualquer diferenca de tolerancia entre os cultivares utilizados. A andlise das formas e da
localizagdo do Al nas células e tecidos, talvez, possa indicar com mais clareza diferencas
entre os cultivares quanto atoleranciaao Al.

A presenca de Al ndo teve efeito sobre os teores de N-total nas duas partes das
plantas dos dois cultivares, exceto na parte aérea do cultivar tolerante em que se observou

um aumento de 18,4% (Quadro 2). O teor de N-total na parte aérea do cultivar tolerante foi
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Quadro 2. Efeito do aluminio sobre o teor de N-total, N-NOs e N-NH," na matéria seca da
parte aérea e de raizes de dois cultivares de arroz em solucdo nutritiva.

N-total N-NOz N-NH,"

Cultivar Al Parte  Sistema Parte  Sistema Parte  Sistema

Aérea Radicular Aérea Radicular Aéea  Radicular
UM mmoles g 'MS

Tolerante 0O 4,29Ba"  3,07Ab 0,33Aa 0,64Aa 0,12Aa  0,13Aa
500 5,08Aa 2,66Ab 0,31Aa  0,74Aa 0,14Aa  0,15Aa
Sensivel 0 3,62Ab  3,22Aa 0,37Aa  0,60Aa 0,07Aa  0,07Aa
500 3,49Ab 3,35Aa 0,34Aa  0,41Bb 0,09Aa  0,06Aa

' As médias seguidas pelas mesmas letras mailiscul as entre os niveis de Al e minGsculas entre 0s
cultivares, para cada parte da planta e para cada varidvel avaliada ndo diferem, estatisticamente
a0 nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

sempre maior do que no sensivel, independente da presenca de Al. Na presenca de Al, o teor
de N-total no cultivar tolerante aumentou na parte aérea, enquanto no sensivel ndo foi
significativamente influenciado, tornando-se, 45,6% maior do que no cultivar sensivel.
Neste cultivar o teor de N-total ndo sofreu modificacdo em nenhuma das duas partes da
planta em resposta ao tratamento com Al.

HAI et a (1984), utilizando um cultivar de arroz originario do Vietnam, ndo
encontraram nenhum efeito significativo até concentracdes de Al de 1.111 uM, sobre a
concentracao de N-total nas duas partes da planta.

Os teores de N-NO3; ndo foram afetados pela presenca de Al, exceto no sistema
radicular do cultivar sensivel, em que se observou decréscimo significativo de 31,7%
(Quadro 2). Nos outros casos, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
cultivares. O cultivar tolerante, na presenca de Al, apresentou 80,5% mais N-NO3" no

sistemaradicular que o cultivar sensivel.
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Em dois outros cultivares de arroz, um tolerante e outro sensivel, tratados com Al,
diferentemente dos resultados obtidos neste experimento, foram observadas redugdes nos
teores de N-NOg3 na parte aérea (GANESAN et al., 1993).

O Al n3o afetou significativamente os teores de N-NH;" nem na parte aérea e nem
no sistema radicular dos dois cultivares de arroz e nenhuma diferenca entre os cultivares foi
observada (Quadro 2). O ifon NH4" é importante desacoplador de fosforilagbes e sua
concentragdo €, usualmente, mantida baixa no citoplasma, principamente pela sua
assimilacdo a forma de glutamina (MARSCHNER, 1995). Os processos de extracdo e de
determinago de N-NH,;" se mostraram muito varidveis (Coeficiente de variagdo igua a

16,1%), provavelmente, encobrindo possiveis diferencgas entre os cultivares.

3.3. Efeito do aluminio Al sobre a absor ¢éo de nitrato

Mesmo na auséncia de Al na solucdo nutritiva, o cultivar tolerante ja apresentava
maior absor¢cdo de nitrato do que o sensivel (Figura 3). Na presenca de Al, a absorcéo de
nitrato decresceu nos dois cultivares, mas principalmente no sensivel, aumentando ainda
mais as diferencas entre os dois cultivares. Das constantes cinéticas de absor¢éo de nitrato
avaliadas, apenas o K, foi modificado nos dois cultivares na presenca de Al (Quadro 3). A
vel ocidade maxima de absorcdo (Vmax) Ndo foi influenciada significativamente pela presenca
de Al na solugdo nutritiva nos dois cultivares que, também, ndo diferiram entre s,
independente do tratamento com Al. Os dois cultivares de arroz, entretanto, apresentaram
diferencas significativas com relagdo ao Ky, tanto na presenca quanto na auséncia de Al
(Quadro 3). Na auséncia de Al, o cultivar tolerante apresentava K, 14,7% maior que o
sensivel. Na presenca de Al, o K, da absorgdo de NO3™ no cultivar tolerante reduziu 10,9%,
enguanto no sensivel observou-se aumento de 3,1 vezes. Nesta condicdo, o cultivar sensivel
passou a ter um K, cerca de 3 vezes maior que o tolerante. Isto que dizer que o cultivar
sensivel embora tivesse apresentado, aparentemente, maior afinidade por nitrato que o
tolerante na auséncia de Al, na presenca deste ion passou a ter afinidade muito menor que o

cultivar tolerante, perdendo capacidade de absorver esse &nion em solugdes mais diluidas.
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Figura 3: Efeito do aluminio sobre a velocidade de absor¢éo de nitrato por dois cultivares
de arroz, em solugéo nutritiva.

Quadro 3. Efeito do Al sobre as constantes cinéticas de absorcdo de nitrato em dois
cultivares de arroz em solugéo nutritiva.

Constantes cinéticas

Cultivar Al
V max Km
UM umol g*h*Ms UM
Tolerante 0 23,34Aa" 23,50Aa
500 21,35Aa 20,93Bb
Sensivel 0 19,41Aa 20,49Bb
500 22,13Aa 62,89Aa

'As médias, nas colunas, seguidas pelas mesmas letras mailiscul as entre os niveis de Al e mintisculas
entre os cultivares, ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de
Tukey.
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Em dois hibridos de milho (Zea mays L.), a exposi¢cdo ao Al, durante 30 minutos,
resultou em 25 e 30% de inibi¢éo na absorcdo de NOs (DURIEUX et a., 1993). Em cevada
(Hordeum vulgare), por outro lado, a exposicdo ao Al por 5 minutos, resultou em aumento
de 44% na absorcdo de nitrato, em inibicdo na absorcdo de cétions divalentes e
monovaentes e em estimulo na absor¢cdo de anions, provavelmente devido a mudancas
causadas nas cargas nhegativas dos fosfolipidios e, ou nos residuos de aminoacidos das
proteinas da membrana plasmética (NICHOL et al., 1993). Os resultados destes e de outros
experimentos (CAMBRAIA, 1989), sugerem que o principal efeito do Al sobre a absorgéo
de nitrato se d& na configuracdo da proteina transportadora, modificando a afinidade do sitio
de ligagdo do nitrato, isto €, 0 seu Kp. Além disso, 0 Al diminuiu 0 Ve em 98 e 42% e
aumentou o K, em 267 e 42% em dois cultivares de sorgo, sensivel e tolerante,
respectivamente (CAMBRAIA, 1989). A diminuicdo na absor¢do de nitrato pelo Al tem
sido sugerida ser resultante de uma restricdo na inducdo da sintese dos transportadores de
nitrato e, ou de um efeito direto na atividade dos transportadores existentes (DURIEUX et
al., 1993). A transferéncia da planta tratada com Al para uma solucéo nutritiva isenta deste
ion, possibilita o retorno da biossintese e a restauracéo da atividade dos transportadores,
sugerindo que a a¢cdo do Al se da diretamente sobre o transportador, ligando-se aos sitios de
absorcéo de nitrato (DURIEUX et al., 1993).

Em dois cultivares de sorgo, CAMBRAIA et a.(1989) observaram que o cultivar
sensivel foi mais influenciado que o tolerante, tendo seu Vma diminuido cerca de 267%,
enguanto o cultivar tolerante sofreu reducéo de apenas 93%. Neste trabalho, os autores ainda
constataram que o K, aumentou cerca 42,1% no cultivar tolerante e cerca de 3,7 vezes no
cultivar sensivel, indicando, principalmente no dltimo caso, forte reducéo na afinidade do
carregador para com o anion NO3. No presente estudo, embora 0 V. de absorcéo de
nitrato pelo cultivar tolerante ndo tenha sido afetado significativamente na presenca do Al, o
Km sofreu uma redugéo de cerca de 11%, indicando ter havido aumento na afinidade do
transportador de nitrato neste cultivar com o tratamento com Al. CALBA e JAILLARD
(1997), verificando o efeito do Al sobre a absor¢édo de ions em milho, observaram que a
absorcdo de anions, especialmente NOs, foi bastante reduzida, mas a absorcdo de K* e de

NH," permaneceram inalteradas apds 5 dias de exposicao ao Al.
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Em plantas de cha, a absorcéo de nitrato diminuiu 5, 38 e 55% na presenca de Al nas
concentracdes de 1, 2 e 10 mmol L™, respectivamente. A absorcdo de NH,*, porém,
decresceu apenas 21% na maior concentragdo de Al. O teor de N-total e de aminoacidos
diminuiu, bem como a atividade da NR, principalmente no sistema radicular (WU et al.,
1995).

3.4. Efeito do aluminio sobre a atividade da redutase do nitrato “in vitro” e“in vivo”

A atividade “in vitro” da redutase do nitrato (RN) no cultivar sensivel sofreu, na
presenca de Al, reducdo de 464 e 12,4% na parte afrea e no sistema radicular,
respectivamente, enquanto no tolerante observou-se reducdo de 14,0% na atividade desta
enzima somente no sistema radicular (Figura 4). A atividade da RN, tanto na auséncia
guanto na presenca de Al, foi maior no cultivar tolerante nas duas partes da planta dos dois
cultivares. Na parte aérea, na presenca de Al, o cultivar tolerante chegou ater uma atividade
de RN 60,6% maior do que o cultivar sensivel.

Em sorgo, a atividade “in vitro” da RN na presenca de Al, na concentragéo de apenas
185 pM diminuiu 72,6 e 63,3% e 21,6 e 31,3% no sistema radicular e na parte aérea dos
cultivares sensivel e tolerante, respectivamente, sugerindo uma participagcdo dessa enzima
nos mecanismos de tolerancia ao Al em sorgo. A atividade da redutase do nitrato em sorgo
foi maior nas folhas do que no sistema radicular, indicando que nesta espécie a reducéo do
nitrato ocorre predominantemente na parte aérea (CAMBRAIA et al., 1989), enquanto em
arroz, amaior atividade da RN foi encontradas no sistema radicular. Comparativamente, 0s
cultivares de arroz se mostraram muito mais tolerantes quanto a manutencdo da atividade da
RN na presenca de Al do que os cultivares de sorgo estudados por CAMBRAIA et d
(1989). No ultimo caso, além das reducdes terem sido maiores, o foram em concentracéo de
Al muito mais baixa (185 uM de Al) do que a utilizada neste experimento.

No cultivar sensivel, a atividade “in vivo” da RN na presenca de Al sofreu redugédo
de 37,5 e 45,6% na parte aérea e no sistema radicular, respectivamente, enquanto no cultivar
tolerante ndo foi observada reducdo significativa na parte aérea. No sistema radicular a

reducdo foi de apenas 15,2%. Em trigo aatividade da RN decresceu severamente naparte
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Figura 4: Efeito do aluminio sobre a atividade “in vitro” da redutase do nitrato em dois
cultivares de arroz, em solucdo nutritiva. As médias seguidas pelas mesmas letras
maiUsculas entre niveis de Al e mindsculas entre os cultivares, para cada parte
da planta, ndo diferem estatisticamente, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo
teste de Tukey.

aérea na presenca de 0,5 mM de Al, apés 19 dias de exposicdo ao Al, porém, no sistema
radicular a atividade ndo foi afetada. Os autores concluem que este efeito foi,
provavelmente, causado pelo acimulo de aminoécidos e ndo por um efeito direto do Al
(SHEN et al., 1994).

MISTRIK et a. (2000) estudando o efeito do Al sobre a absorcdo e reducéo de
nitrato ndo observaram nenhum efeito no periodo de 1 hora de exposi¢éo. Somente depois
de prolongada exposicéo ao Al (24 horas) foram observadas redugdes na absor¢do de nitrato
e na atividade da RN, principalmente nas regides apicais do sistema radicular.

A atividade “in vivo” da RN, a semelhanca do que aconteceu com a atividade dessa
enzima “in vitro”, foi no cultivar tolerante estatisticamente superior a do cultivar sensivel
nas duas partes da planta, independente da presenca de Al (Figura 5). Na presenca de Al a

diferenca entre os cultivares foi ainda maior.
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Figura 5: Efeito do aluminio sobre a atividade da redutase do nitrato “in vivo” em dois
cultivares de arroz, em solucdo nutritiva. As médias seguidas pelas mesmas
letras mailsculas entre niveis de Al e mindsculas entre os cultivares, para cada
parte da planta, ndo diferem estatisticamente, ao nivel de 5% de probabilidade,
pelo teste de Tukey.

GANESAN et a (1993), trabalhando com dois cultivares de arroz, ADT 36
(sensivel) e Co 37 (tolerante), observaram reducdo de 12 e 35% na atividade “in vivo” da
RN na parte aérea do cultivar tolerante e sensivel, respectivamente. Segundo esses autores,
esta diminuicdo na atividade da RN indica que o Al pode estar interferindo no processo de
sintese da proteina enzimética ou pode ainda estar interagindo com a enzima ativa. No
presente experimento, o efeito imediato sobre a configuragdo da enzima ndo foi avaliado.
Como as plantas ficaram expostas ao Al durante 21 dias mediu-se principalmente o efeito
deste ion sobre a biossintese da RN.

Tanto “in vivo” quanto “in vitro” a atividade da enzima RN foi afetada
diferencialmente pelo Al nos dois cultivares, 0 que sugere ser esta enzima importante
componente do mecanismo de tolerancia destes dois cultivares ao Al (CAMBRAIA et a.,
1989). Como a absor¢do de nitrato também foi influenciada, fica evidente a importancia do

metabolismo nitrogenado nas consideragdes sobre atoxidez de Al em plantas de arroz ao Al.
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Novos trabalhos, portanto, obrigatoriamente tornam-se necessarios para se verificar se este €
um efeito priméario ou apenas consequéncia dos efeitos do Al sobre outros aspectos do

metabolismo vegetal.
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4. CONCLUSOES

Neste trabalho foram estudados os efeitos do Al sobre a absorcéo e a reducéo de
nitrato, em dois cultivares de arroz com tolerancia diferencial ao Al, sendo um tolerante
(CNA —1158) e outro sensivel (CNA - 6843 —1).

O cultivar tolerante cresceu mais e produziu mais matéria seca na parte aérea e no
sistema radicular, independente da presenca de Al. O Al reduziu, significativamente, o
comprimento das raizes e da parte aérea e a produgdo de matéria seca apenas no cultivar
sensivel. O teor de N-total na presenca de Al aumentou significativamente apenas na parte
aérea do cultivar tolerante; o teor de N-NOj3™ sofreu reducéo apenas no sistema radicular do
cultivar sensivel e o de N-NH," n&o foi significativamente influenciado pela presenca de Al
nos dois cultivares. O Al reduziu a absor¢éo de nitrato, nos dois cultivares, principa mente
no sensivel. O Ky, da absorcéo de nitrato foi afetado nos dois cultivares; no tolerante, houve
diminuicdo de 10,9% enquanto, no sensivel, houve aumento de 3,1 vezes. As atividades da
RN “in vivo” e*“in vitro” foram significativamente reduzidas pelo Al, nos dois cultivares,
exceto na parte aérea do cultivar tolerante. Os resultados sugerem ser a absorc¢ao de nitrato e
a enzima RN importantes componentes do mecanismo de tolerancia ao Al em plantas de

arroz.
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APENDICE

Quadro 1A: Andlise de varidncia sumarizada do efeito do Al sobre 0 comprimento em dois
cultivares de arroz tratados com 0 e 500 uM de Al

Fontes de variagcdo GL Quadrado médio F

Parte Aérea Raizes Parte Aérea Raizes
Niveisde Al 1 63,02083 65,33334 22,92* 20,36*
Cultivares 1 295,0208 690,0833 107,28" 215,09**
Al*Espécie 1 72,52084 85,33334 26,37** 26,60**
Residuo 8 2,749997 3,208341
CV (%) 7,06 5,68

** (P<0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste Tukey.
* (P<0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey.
NS Né&o-significativo

Quadro 2A: Andlise de varidncia sumarizada do efeito do Al sobre a producéo de matéria
seca em dois cultivares de arroz tratados com 0 e 500 uM de Al

Fontes de variagdo GL Quadrado médio F

Parte Aérea Raizes Raizes
Niveisde Al 1 0,006120090 0,000630750  27,91** 8,47\°
Cultivares 1 0,5212501  0,1036021  2377,46**  1390,62**
Al*Espécie 1 0,002268742 0,001220083  10,35"° 16,38*
Residuo 8 0,000219246 0,000074500
CV (%) 10,12 10,02

** (P<0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste Tukey.
* (P<0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey.
NS Né&o-significativo

Quadro 3A: Andlise de variancia sumarizada do teor de Al em dois cultivares de arroz
tratados com 0 e 500 uM de Al.

Fontes de variagcdo GL Quadrado médio F

Parte Aérea Raizes Parte Aérea Raizes
Niveis de Al 1 0,06524654  13,18884 40,77** 264,94%*
Cultivares 1 0,02581880  0,1683453 16,13 0,34N5
Al* Espécie 1 0,01044783  0,01805572 6,53"° 0,36"°
Residuo 8 0,001600322  0,04978072
CV (%) 17,4 14,41

** (P<0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste Tukey.
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* (P<0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey.
NS Né&o-significativo

Quadro 4AA: Andlise de variancia sumarizada do efeito do Al sobre teor de nitrato em dois
cultivares de arroz tratados com 0 e 500 uM de Al

Fontes de variagdo GL Quadrado médio F

Parte Aérea Raizes Parte Aérea Raizes
Niveisde Al 1 0,001693337 0,003377816 1,44N° 0,96"°
Cultivares 1 0,003991917  0,1191291 341N 33,77%*
Al*Espécie 1 0,000014115 0,05464041 0,01 15,49*
Residuo 8 0,001171989 0,003520141
CV (%) 17,4 51

** (P<0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste Tukey.
* (P<0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey.
NS Né&o-significativo

Quadro 4AB: Andlise de variancia sumarizada do efeito do Al sobre teor de N-total em dois
cultivares de arroz tratados com 0 e 500 uM de Al

Fontes de variagéo GL Quadrado médio F

Parte Aérea Raizes Parte Aérea Raizes
Niveisde Al 1 0,3188583  0,05415347 445" 0,45"°
Cultivares 1 3,818269 0,5215194 53,24** 4,32N°
Al*Espécie 1 0,6446091  0,2181588 8,09"° 1,81N°
Residuo 8 0,07171632  0,1206053
CV (%) 6,5 11,29

** (P<0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste Tukey.
* (P<0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey.
NS Né&o-significativo

Quadro 4AC: Andise de variancia sumarizada do efeito do Al sobre teor de aménia em dois
cultivares de arroz tratados com 0 e 500 uM de Al

Fontes de variagcdo GL Quadrado médio F

Parte Aérea Raizes Parte Aérea Raizes
Niveisde Al 1 0,000628829 0,000165514 1,61N° 0,60"°
Cultivares 1 0,007342087  0,01706645 18,76* 62,11**
Al* Espécie 1 0,000006318 0,000637924 0,02"° 2,32N°
Residuo 8 0,000391438 0,000274783
CV (%) 18,79 16,13

** (P<0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste Tukey.
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* (P<0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey.
NS Né&o-significativo

Quadro 5AA: Andlise de variancia sumarizada do efeito do Al sobre o K, em dois cultivares
de arroz tratados com 0 e 500 uM de Al

Fontes de variacdo GL Quadrado médio F
Raizes Raizes

Niveisde Al 1 1190,220 291,77**

Cultivares 1 1137,827 278,93**

Al*Espécie 1 1516,276 371,70**

Residuo 8 4,079300

CV (%) 6,32

** (P<0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste Tukey.
* (P<0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey.
NS Né&o-significativo

Quadro 5AB: Andlise de variancia sumarizada do efeito do Al sobre o Vmax em dois
cultivares de arroz tratados com 0 e 500 uM de Al

Fontes de variagéo GL Quadrado médio F
Raizes Raizes

Niveisde Al 1 0,3996759 0,07"°

Cultivares 1 7,410408 1,245

Al*Espécie 1 16,59101 2,77

Residuo 8 5,989891

CV (%) 11,35

** (P<0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste Tukey.
* (P<0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey.
NS Né&o-significativo

Quadro 6A: Andlise de variancia sumarizada do efeito do Al sobre a atividade da redutase
do nitrato “in vitro” em dois cultivares de arroz tratados com 0 e 500 uM de Al

Fontes de variagcdo GL Quadrado médio F

Parte Aérea Raizes Parte Aérea Raizes
Niveisde Al 1 5,715746 0,8289098 30,01** 4,20M°
Cultivares 1 36,09577 7,751397 189,50* * 39,24**
Al*Espécie 1 5,087127 0,4773690 26,71** 2,42N°
Residuo 8 0,1904789 0,1975580
CV (%) 7,06 5,68

** (P<0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste Tukey.
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* (P<0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey.
NS Né&o-significativo

Quadro 7A: Andlise de variancia sumarizada do efeito do Al sobre a atividade da redutase
do nitrato “ in vivo” em dois cultivares de arroz tratados com 0 e 500 uM de Al

Fontes de variacdo GL Quadrado médio F

Parte Aérea Raizes Parte Aérea Raizes
Niveis de Al 1 1,707861 8,199391 13,86"° 58,57**
Cultivares 1 39,52530 8,033463 320,71 57,31N°
Al* Espécie 1 0,5401806 1,578477 4,38\ 11,28V
Residuo 8 0,1232428  0,1399957
CV (%) 7,70 7,45

** (P<0,01) Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste Tukey.
* (P<0,05) Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey.
NS Né&o-significativo
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