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RESUMO

FERREIRA, Tassia Caroline, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, novembro de
2017. O 6xido nitrico, na forma de SNP, induz mecanismos de tolerancia ao
aluminio em raizes de milho? Orientador: Cleberson Ribeiro. Coorientador: Juraci
Alves de Oliveira.

O papel regulador do 6xido nitrico em resposta a estresses abidticos t€m sido
evidenciado em pesquisas, mas o conhecimento da acdo NO na toxicidade do aluminio
(Al), ainda é bastante limitado. Para avaliar os mecanismos de tolerancia induzidos
pelo NO, os hibridos de milho BRS 1010 e DKB 390 foram expostas as concentragdes
de 0, 100, 200 e 300 uM de AICI3. Assim, foram definidos a concentraciao de Al (200
uM) e o tempo (24 horas) para os proximos experimentos. Em seguida, os dois
hibridos foram expostos por 24 horas as concentra¢des de 0, 50, 100, 150 e 200 uM
nitroprussiato de s6dio (SNP) para avaliagdo do alongamento radicular. Para os
experimentos seguintes, o hibrido DKB 390 foi exposto por 24 horas aos tratamentos:
controle, Al 200 uM, SNP 50 uM e Al 200 uM+SNP 50 uM. Apés exposicao ao
tratamento Al+SNP foi possivel observar que o SNP nao foi capaz de atenuar a
inibicao do crescimento da raiz principal. Para avaliar a localizagdo (acimulo) de Al
nos apices radiculares, foi realizado o teste com o corante hematoxilina. Nao houve
acimulo de Al nos tratamentos controle € SNP. Contudo, apds exposi¢cdo a 200 uM
de Al por 24 horas foi observado intenso acimulo desse metal nas células radiculares.
Ja no tratamento Al+SNP houve menor acimulo de Al nas raizes, ficando restrito ao
apice radicular. Os tratamentos Al e AI+SNP mostraram maior intensidade de
fluorescéncia do NO nas raizes, sendo possivel localizar essa molécula por toda regido
do 4pice radicular. Adicionalmente ao maior acimulo de NO nas raizes tratadas com
AI+SNP, foi possivel observar ativacdo dos mecanismos de defesa antioxidativo
enzimdticos. O tratamento AI+-SNP foi importante para manter elevada a atividade das
enzimas SOD (folha), CAT (folha), POX (raiz) e APX (folha e raiz). O SNP nao foi
capaz de reverter os efeitos do Al sobre o AR, entretanto promoveu menor acimulo
de Al na rizosfera, maior concentragdo de NO e ativacao de mecanismos de defesa.

Palavras-chave: tolerancia, metais pesados, estresse abidtico
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ABSTRACT

FERREIRA, Tassia Caroline, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, November,
2017. Nitric oxide in the form of SNP induces aluminum tolerance mechanisms
in maize roots? Adviser: Cleberson Ribeiro. Co-adviser: Juraci Alves de Oliveira.

The regulatory role of nitric oxide in response to abiotic stresses has been evidenced
in research, but knowledge of NO action on aluminum toxicity (Al) is still quite
limited. To evaluate the tolerance mechanisms induced by NO, the BRS 1010 and
DKB 390 maize hybrids were exposed to the concentrations of 0, 100, 200 and 300
uM AICls. Thus, the concentration of Al (200 uM) and the time (24 hours) for the next
experiments were defined. Then the two hybrids were exposed by 24 hour
concentrations of 0, 50, 100, 150 and 200 uM sodium nitroprusside (SNP) for
evaluation of root elongation. For the following experiments, the hybrid DKB 390 was
exposed for 24 hours to the treatments: control, Al 200 uM, SNP 50 uM and Al 200
uM + SNP 50 uM. After exposure to Al + SNP treatment it was possible to observe
that the SNP was not able to attenuate inhibition of the main root growth. To evaluate
the location (accumulation) of Al in the root apices, the hematoxylin dye test was
performed. There was no accumulation of Al in the control and SNP treatments.
However, after exposure to 200 uM of Al for 24 hours an intense accumulation of this
metal was observed in the root cells. In the Al + SNP treatment, there was less
accumulation of Al in the roots, being restricted to the root apex. The treatments Al
and Al + SNP showed higher intensity of NO fluorescence in the roots, being possible
to locate this molecule throughout the region of the root apex. In addition to the
increased accumulation of NO in roots treated with Al + SNP, it was possible to
observe the activation of enzymatic antioxidative defense mechanisms. Al + SNP
treatment was important to maintain high activity of the enzymes SOD (leaf), CAT
(leaf), POX (root) and APX (leaf and root). The SNP was not able to reverse the effects
of Al on RE, however, it promoted a lower accumulation of Al in the rhizosphere, a

higher concentration of NO and activation of defense mechanisms.

Key words: tolerance, heavy metals, abiotic stress
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1-INRODUCAO

O aluminio (Al) € o terceiro elemento quimico mais comum na crosta terrestre.
Em pH acima de 6,0, as formas quimicas do aluminio se encontram pouco soliveis na
rizosfera, porém, quando o pH do solo diminui, tornam-se soliveis podendo induzir
alteracOes na morfologia e fisiologia das plantas (BIAN et al., 2013).

A presenga de Al em solos 4cidos afeta negativamente a produtividade de vérias
culturas agricolas, particularmente as culturas de graos. Cerca de 4 milhdes de hectares
(ha) de solos ardveis sao afetados pela acidez do solo, representando 31% dos solos na
América Latina, onde 1616 milhdes de ha estdo localizados principalmente na América
do Sul (KOCHIAN, 2004; BIAN et al., 2013).

Um dos principais sintomas da toxicidade do Al para as plantas € a inibicao do
crescimento daraiz que se torna mensuravel dentro de poucos minutos apds exposicao
a concentracdes micromolares desse metal MATSUMOTO et al., 2015). Além disso,
podem ocorrer danos na membrana plasmadtica, alterando sua permeabilidade, fluidez
e integridade (MATSUMOTO et al.,, 2015). Uma vez que tenha atravessado a
membrana plasmatica, o Al pode se ligar fortemente ao niicleo e inibir a divisdo celular
(KOPITTKE et al., 2016)

Assim, raizes tém sido o foco de diversas pesquisas para entender os possiveis
mecanismos envolvidos com a toxicidade e resisténcia em plantas (BOSE et al., 2015).
Existem dois principais mecanismos de resisténcia de plantas ao Al: 0 Mecanismo de
Exclusdo, que visa a preven¢ao da entrada do aluminio no interior das células, baseado
na exsudacdo de compostos quelantes organicos pela rizosfera (por exemplo, dcidos
organicos ou fenodis); e 0 Mecanismo de Tolerancia, que apds entrada do Al nas células,
este € sequestrado e desintoxicado em compartimentos subcelulares e/ou translocado
para outros 6rgdos da planta (KOCHIAN et al., 2015). A exclusdo ativa de Al através
do épice radicular, a partir da exsudagdo de citrato, é amplamente aceita como o
principal mecanismo de resisténcia em raizes de milho (Zea mays L.) (KOCHIAN,
1995; JORGE; ARRUDA, 1997; MATONYEI et al., 2014). Contudo, esse ndo é o
unico mecanismo que atua em raizes (PINEROS et al., 2005).

Durante o ciclo de vida, as plantas sd@o continuamente expostas a diferentes
condicdes ambientais, que sdo fontes potenciais de estresse abidticos como seca,
temperatura, salinidade, exposi¢do a metais ou herbicidas que afetam o seu

desenvolvimento e consequentemente sua producdo (ROMERO-PUERTAS;
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RODRIGUEZ-SERRANO; SANDALIO, 2013). Os estresses abidticos podem induzir
desequilibrio entre a produgdo e a eliminacao das espécies reativas de oxigénio (ROS),
resultando em acimulo dessas moléculas no interior das células (APEL; HIRT, 2004).
Estas ROS podem oxidar compostos celulares, tais como lipidios, proteinas, enzimas
e acidos nucleicos, resultando na morte celular MATSUMOTO; MOTODA, 2012).

Assim, uma resposta secunddria da toxicidade do Al em plantas é o estresse
oxidativo que pode ser evidenciado através da oxidacdo de lipidios nas membranas
celulares (WAGATSUMA et al., 2015). Contudo, ndo é totalmente entendido como
esse metal aumenta os niveis de ROS e de que maneira esse processo pode ativar a
expressdo de genes que codificam enzimas antioxidantes (WANG; YANG, 2005).
Diferentes enzimas e metabolitos podem atuar, isoladamente ou concomitantemente,
para combater a acdo das ROS. Assim, no interior das células, diferentes sistemas de
defesa antioxidativos (enzimaticos e/ou ndo-enzimaticos) podem estar presentes, cOmo
as enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato
(APX), monodesidroascorbato redutase (MDHAR), desidroascorbato redutase
(DHAR) e redutase da glutationa (GR), ou antioxidantes nao-enzimaticos, como:
glutationa (GSH), aminodcidos (aa), ascorbato (Asc), carotenoides e tocoferdis. Eo
equilibrio entre a producao e a eliminac¢do das ROS, pelos mecanismos antioxidativos,
que determina a intensidade dos danos gerados pelas ROS e consequentemente a
tolerincia da planta frente ao agente estressor (GILL; TUTEJA, 2010;
NAKABAYASHI; SAITO, 2015).

Algumas moléculas podem aumentar a tolerincia de uma planta ao agente
estressor, como € o caso da molécula de oxido nitrico (NO) (SIMONTACCHI et al.,
2015). Aplicacdoes de NO em plantas pode proteger e aliviar o efeito de diversos
estresses bidticos e abidoticos (CORPAS; BARROSO, 2015; FANCY; BAHLMANN;
LOAKE, 2016; NATH et al., 2017). O NO € um gés solavel que atua em importantes
rotas de sinalizacdo. A sua estrutura quimica permite sua rapida difusdo e transmissao
de sinal. Posteriormente sendo removido de forma eficiente, encerrando a mensagem
que originalmente foi enviada para transmitir (NEILL; DESIKAN; HANCOCK,
2003). As principais rotas propostas para a sintese de NO em plantas sdo as vias de
reducdo e oxidacdo. A primeira via é dependente de nitrito como substrato primério e
apresenta reducdo pelas enzimas nitrato redutase (NR) e NO-nitrito redutase (NiINOR)

ligadas 2 membrana plasmdtica e, posteriormente a reducdo de nitrito mitocondrial



(PLANCHET et al., 2005). Ja nas rotas oxidativas, a producdo de NO parece ocorrer
a partir de L-arginina (L-Arg), poliaminas ou hidroxilaminas (YU et al., 2014).

O nitroprussiato de s6dio (SNP) é uma molécula inorganica capaz de liberar NO*
que se difunde nas células funcionando como um poderoso ligante (FLORYSZAK-
WIECZOREK et al., 2006). O mecanismo de liberacao de NO pelo SNP ainda nao
estd claro, embora pesquisas envolvendo essa molécula em plantas vem sendo
estudada nos ultimos anos (FOTOPOULOS et al., 2013; SAVVIDES et al., 2016; HU
et al., 2017).

Estudos com diferentes espécies (WANG &Y ANG, 2005; SUN et al., 2014) tém
buscado entender o papel do NO em resposta ao aluminio. Wang, Huang e Bi (2010)
observaram em raizes de Phaseolus vulgaris que o aumento no nivel de ROS induzido
por aluminio contribuiu para aumentar o dano oxidativo, porém, a producdo de NO
mediada pela enzima nitrato redutase aliviou a inibi¢do do alongamento da raiz.

Virias hipéteses tém sido sugeridas sobre a acdo do NO nos tecidos vegetais
durante o estresse gerado pelo Al, entre elas: (1) NO estaria ligado ao aumento da
atividade de enzimas antioxidativas para controlar a producao das ROS induzida por
Al; (2) NO poderia atuar diminuindo a concentragao de Al no citoplasma, alterando
componentes (compostos fendlicos e dcidos organicos) e aumentando o acimulo de
Al na parede celular das raizes; (3) NO estaria associado com a regulacdo da expressao
de genes (AtALMT1, ATMATE, ALS3) para melhorar a tolerancia ao Al em plantas
(HE et al., 2011).

Nesse contexto, os mecanismos de tolerancia e a atuagdo especifica do NO na
mitigacdo de danos causados pelo aluminio foram investigados. Para tanto, foi
desenvolvida a hipétese que o fornecimento de NO mitigard o efeito negativo do
aluminio nas raizes de milho atuando em conjunto com o sistema antioxidante,

conferindo maior tolerancia as plantulas.

2-OBJETIVOS

Avaliar as respostas bioquimicas e fisiologicas induzidas pelo 6xido nitrico em
raizes de milho expostas a niveis toxicos de aluminio.

2.1-OBJETIVOS ESPECIFICOS



* Determinar a concentracio de aluminio que afete negativamente o crescimento
radicular;

* Determinar a concentragdo de SNP que estimule o crescimento radicular;

* Avaliar os efeitos de diferentes concentragdes de Al e NO sobre o crescimento
das plantas;

* Avaliar a intensidade do acimulo de Al nas raizes através da corante
hematoxilina;

* Determinar os sitios de acimulo de NO nas raizes por microscopia confocal;

* Avaliar a atividade das enzimas antioxidativas;

» Avaliar os danos as membranas biolégicas através do extravasamento de

eletrolitos.

3-MATERIAL E METODOS

3.1-OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE
CRESCIMENTO

Para o experimento foram utilizados dois hibridos simples de milho (Zea mays
L.) BRS 1010 e DKB 390 fornecidos pela Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG.

As sementes foram selecionadas quanto ao tamanho e forma sendo desinfestadas
superficialmente com hipoclorito de sédio 3% (v/v) por 15 minutos e lavadas
novamente em dgua corrente e 4gua desmineralizada. A germinacio ocorreu no escuro
em papel “germiteste”, em solucao de CaCl, 0,1 mM, pH 4,5, sob aeracdo continua e
mantidas a 25 °C. Aproximadamente dez dias apds a germinagdo, as plantulas em
estagio fenoldgico V; foram selecionadas quanto a uniformidade de tamanho e forma
e transplantadas para recipientes de polietileno de dois litros com trés plantulas por
vaso, contendo solucio de CaCl; 0,1 mM, pH 4,5. O cultivo das plantas foi
inteiramente realizado em sala de crescimento com temperatura controlada (25 = 1 °C),

2 571, fotoperiodo de 16 horas e aeragdo

sob irradiancia de 130 pmol de fétons m
continua.

O aluminio foi fornecido na forma de cloreto de aluminio (AlCls) e o 6xido
nitrico fornecido na forma de nitroprussiato de sédio Nax [Fe (CN)sNO] (SNP). Todos

os experimentos foram conduzidos com quatro repeti¢des.



3.2-EXPERIMENTO 1: EFEITO DO ALUMINIO SOBRE O ALONGAMENTO
RADICULAR E MASSA SECA

Para determinar a concentracdo toxica do Al nas plantulas, o experimento

seguiu o esquema fatorial em blocos casualizados com 2 hibridos de milho (BRS 1010
e DKB 390), 4 concentragdes de Al (0,100, 200 e 300 uM) e 4 periodos de tempo (0,
24, 48 e 72 horas).

O comprimento da raiz principal foi mensurado utilizando régua milimétrica ao
inicio do experimento e final de cada tempo.

O alongamento relativo ao controle foi estimado pela equacao:

AR (% controle) = (Alongamento Alr / Alongamento Aly) x 100

Onde:

AR (% controle) = Alongamento radicular em rela¢do ao controle

Alo = Alongamento da raiz principal de plantulas controle (sem Al)

Alr = Alongamento da raiz principal de plantulas submetidas ao tratamento com

AL

Ao final do experimento (72 horas), as plantulas foram secas a 70°C até
obtencdo de peso constante, sendo obtido o peso de massa seca das raizes e da parte
aérea. A escolha do tempo e da concentragdo téxica de Al foi baseada no resultado

com redugdo de 50% no AR.

3.3-EXPERIMENTO 2: EFEITO DO SNP SOBRE A O ALONGAMENTO
RADICULAR E MASSA SECA

Para determinacdo da concentragdo de SNP que ndo induz prejuizos ao
crescimento das plantulas foi utilizado o esquema fatorial em blocos casualizados com
2 hibridos de milho (BRS1010 e DKB 390), 5 concentra¢des de SNP (0, 50, 100,150
e 200 uM) por 24 horas (tempo selecionado apds o item 3.2.).

O comprimento da raiz principal das plantas e massa seca foram mensurados

conforme o item 3.2.

3.4-EXPERIMENTO 3: EFEITO DO AL E DO SNP SOBRE O ALONGAMENTO
RADICULAR, MASSA SECA E INDICE DE TOLERANCIA



Esse experimento foi conduzido no esquema fatorial em blocos casualizados
com 1 hibrido de milho (DKB 390), 1 concentracdo de Al (200 uM), 1 concentracao
de SNP (50 uM) e a combinac¢do de Al x SNP durante 24 horas.

O comprimento da raiz principal das plantas e massa seca foram mensurados
conforme o item 3.2. O célculo de indice de tolerancia foi obtido utilizando a massa
seca total, segundo Shi et al. (2011) onde:

IT (%)= Tratamento/Controle

3.5- EXPERIMENTO 4: LOCALIZACAO DE ALUMINIO E OXIDO NITRICO
NOS APICES RADICULARES

Para essas andlises foi utilizado o delineamento experimental citado no item 3.4.

3.5.1-Deteccao do Al na superficie radicular

Apices radiculares de aproximadamente 1 cm foram mergulhados em solucio de
hematoxilina férrica 0,2% (m/v) em KIO3 0,02% (m/v), durante 15 min (POLLE et al.,
1978). Para eliminar o excesso de corante, as plantulas foram transferidas para
recipientes contendo dgua desmineralizada, sob aeracdo, por 15 min. Por fim, as raizes

foram fotografadas em estereomicroscopio (Olympus SZX7TR-ILA).

3.5.2- Deteccao de NO

Apices radiculares de 2 cm de plantulas de milho foram incubados por 40
minutos em 10 uM da sonda fluorescente 4,5-diaminofluoresceina diacetato (DAF-2
DA), em 20 mM de tampao Tris-HCI (pH 7,5). Em seguida, as raizes foram lavadas
trés vezes durante 15 minutos com tampao e avaliadas em microscépio confocal (LSM
510; Zeiss) utilizando o comprimento de onda de 488 nm para excitacdo de 515 nm
para emissdo (Correa-Aragunde, Graziano e Lamattina, 2004).

As andlises ocorreram no Nucleo de Microscopia e Microandlise (NMM) na

UFV.

3.6- EXPERIMENTO 5: AVALIACAO DO METABOLISMO ANTIOXIDATIVO
APOS TRATAMENTO COM AL E NO

Para essas analises foi utilizado o delineamento experimental citado no item 3.4.



3.6.1-Determinacdo do extravasamento de eletrélitos

A metodologia utilizada para extravasamento de eletrélitos das raizes foi
proposta por Wilner (1955). As raizes foram lavadas em dgua corrente e em seguida
em 4gua destilada. Aproximadamente 0,2 g de raizes com didmetro menor a 2 mm
foram retiradas e colocadas em tubos contendo 20 ml de 4gua destilada, sendo
mantidas a temperatura de 25°C por 24 h. Apds esse periodo, a condutividade elétrica
da solu¢do (Ci) foi obtida com condutivimetro. Em seguida, as mesmas raizes foram
autoclavadas a 100 °C por 10 min e recolocadas em dgua destilada. A condutividade
final (Cf) foi mensurada da mesma maneira que a Ci. O valor do extravasamento de

eletrdlitos foi calculado de acordo com a equagdo abaixo:

ETR (%) = Ci/Cfx100

3.6.2- Obtencdo do extrato bruto enzimatico

As amostras foram obtidas pela maceracdo de 0,2 g de folhas e raizes em N»
liquido. Em seguida foram adicionados 2 ml do meio de homogeneizagao, constituido
por tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8, EDTA 0,1 mM, PMSF 1 mM e PVPP
1% (p/v) (PEIXOTO et al., 1999). Posteriormente, as amostras foram filtradas em gaze
e centrifugadas a 12.000 g por 15 min, a 4°C e armazenadas, como extrato bruto, para
a determinacao das atividades enzimaticas.

As analises ocorreram no BIOAGRO-UFV.

3.6.3- Determinacdo da atividade da superdxido dismutase (SOD)

A atividade da superdxido dismutase foi determinada no meio de reagdo
constituido de tampao fosfato de s6dio 50 mM, pH 7,8, metionina 13 mM, azul de p-
nitro tetrazélio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 uM (DEL LONGO et
al., 1993). A reacdo foi conduzida a 25 °C numa camara de reacdo, sob iluminacdo de
uma lampada fluorescente de 15W. Apds 5 minutos de exposi¢do a luz, a iluminagao
foi interrompida e a formazana azul, produzida pela fotorreducdo do NBT, medida a
560 nm (GIANNOPOLITIS e RIES, 1977). Uma unidade SOD ¢ definida como a
quantidade da enzima necessdria para inibir em 50% a fotorreducdo do NBT

(BEAUCHAMP e FRIDOVICH, 1971).



3.6.4- Determinacdo da atividade da catalase (CAT)

A atividade da catalase foi determinada pela adicdo de 10 pL do extrato
enzimdtico bruto a 190 uM de um meio de reacdo constituido de tampao fosfato de
potassio 50 mM, pH 7,0 e H2O> 12,5 mM (HAVIR e MCHALE, 1987). O decréscimo
na absorbancia a 240 nm, a temperatura de 25°C foi medido durante o primeiro minuto
de reacdo, sendo a atividade da CAT determinada com base na inclinag@o da reta no
intervalo de 1 minuto, apds o inicio da reagdo. A atividade enzimatica foi calculada
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 36 M cm™' (ANDERSON et al.,

1995) e o resultado expresso em pmol min! mg™! proteina.

3.6.5- Determinagdo da atividade da peroxidase total (POX)

A atividade da peroxidase total foi determinada pelo método de Kar e Mishra
(1976). Aliquotas de 10 pL do extrato enzimatico foram adicionadas 190 pL. de uma
mistura de reacdo constituida de tampao fosfato de potdssio 25 mM, pH 6,8, pirogalol
20 mM e H>O> 20 mM. O acréscimo na absorbancia a 420 nm, a temperatura de 25 °C,
foi medido durante o primeiro minuto de reacao pela producado de purpurogalina, sendo
a atividade da POX determinada com base na inclinag¢do da reta no intervalo de 1 min,
apés o inicio da reagdo. A atividade enzimdtica foi calculada utilizando-se o
coeficiente de extincdo molar de 2,47 mM™! cm™! (CHANCE e MAEHLEY,1955) e o

resultado expresso em umol min™ mg™! proteina.

3.6.6- Determinacao da atividade da peroxidase do ascorbato (APX)

A atividade da peroxidase do ascorbato foi determinada de acordo com o método
de Nakano e Asada (1981) modificado por Koshiba (1993). Aliquotas de 10 pL do
extrato enzimatico bruto foram adicionadas a 190 pl de um meio de reaga@o constituido
de tampdo de fosfato de potdssio 50 mM, pH 6,0, acido ascorbico 0,8 mM e H20> 1
mM. O decréscimo na absorbancia a 290 nm, a temperatura de 25 °C, foi medido
durante o primeiro minuto de rea¢do, sendo, a atividade da APX determinada com base
na inclina¢@o da reta no intervalo de 1 minuto, apds o inicio da reacdo. A atividade
enzimética foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM™ cm®

"' (NAKANO e ASADA, 1981) e o resultado expresso em pmol min™! mg™! proteina.



3.6.7-Quantificacdo de proteinas

As concentracdes das proteinas nos extratos enzimdticos foram determinadas
pelo método de Bradford et al. (1976), sendo adicionado 20 uL da amostra em 180uL
do reagente de Bradford. Apds 40 minutos no escuro, a leitura foi realizada no

comprimento de onda 595nm. Para a curva padrao foi utilizado BSA.

4-ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA). Todas as
andlises foram realizadas com o auxilio de softwares Sisvar versdo 5.6 e R versdo
3.3.1. Os gréficos foram realizados no software Excel.

Para a escolha dos hibridos e tempo de exposicdo a serem utilizados o
agrupamento de Scott Knott 5% foi aplicado. Os demais experimentos foram

analisados pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

S-RESULTADOS

Entre os hibridos de milho, houve diferengca no AR apenas apds 48 horas de
tratamento com Al na concentracdo de 200 uM, sendo o menor AR observado na BRS
1010 (21,27%) em contraste a 102,20% de DKB 390 (Tabela 1). J4 entre as diferentes
concentragdes de Al para um mesmo hibrido, observamos que apds 24 horas de
tratamento na concentracdo de 300 uM houve aumento no AR em ambos os hibridos:
BRS 1010 (141,87%) e DKB 390 (120,78%).

A concentracdo toxica de Al e o tempo que inibiu 0 AR em 50% (WANG;
HUANG:; BI, 2010; SOUZA et., 2016) para o hidrido DKB 390 em 24 horas de
exposicao foi 200 uM de Al, apresentou AR de 60,54%, contra 33,51% de BRS 1010
(Tabela 1). Assim, o hibrido selecionado foi DKB 390 nesta concentragdo e tempo,

os quais foram utilizados nos outros experimentos desse trabalho.



Tabela 1- Efeito do aluminio sobre o alongamento relativo radicular (AR%) em raizes
de dois hibridos de milho, BRS 1010 e DKB 390, ap6s 24, 48 e 72 horas de exposicao
a diferentes concentracdes desse metal.

GENOTIPO Al (uM) AR RAIZ AR RAIZ AR RAIZ
EM 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
CaCl,
BRS 1010 100 41,78+14,66 Ab  23,2849,82 Aa  33,28+1,87 Aa
200 33,51+18,42 Ab  2127+2,74Ba  20,98+11,28 Aa
300 141,87£51,27 Aa  19,05+10,25 Aa  17,3846,58 Aa
DKB 390 100 45,56 £7,97 Ab  20,72+6,23 Ab  22,53+8.,66 Aa
200 60,54423,98 Ab  102,2439.24 Aa  29,32+13,52 Aa
300 120,78422,68 Aa  20,72+18,05 Ab  52,20+36,05 Aa

Meédias seguidas pela mesma letra maidscula entre os hibridos para mesma concentracio de Al e mesmo
tempo, e médias seguidas pela mesma letra mintscula entre as concentragdes de Al para o mesmo
hibrido e mesmo tempo ndo apresentaram diferenca pelo agrupamento Scott Knott (5% de
probabilidade). + Erro padrdo das médias.

Ap6s 72 horas de exposicao a 300 uM de Al, observamos maior valor de massa
seca de parte aérea no hibrido BRS 1010 (Figura 1). A massa seca radicular do hibrido
BRS 1010 apresentou maior valor quando comparada ao hibrido DKB 390 em todos

os tratamentos (Figura 1).

Figura 1- Producdo de massa seca de folhas e raizes de dois hibridos de milho, BRS

1010 e DKB 390, apds 72 horas de exposicao a diferentes concentragdes de aluminio.
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Meédias seguidas pela mesma letra maitscula entre os hibridos para o mesmo tratamento e médias
seguidas pela mesma letra minudscula entre os tratamentos para o mesmo hibrido ndo apresentaram
diferenca pelo agrupamento Scott Knott (5% de probabilidade). Barras representam o erro-padrao.

Ap6s 24 horas de exposi¢ao a concentragdes crescentes de SNP, o hibrido DKB

390 apresentou acréscimo no AR (137,71% e 123,07%) para as concentragdes de 50 e
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100 uM, respectivamente. Entretanto, na concentracdo de 200 uM, houve reducdo no
AR (79,12%) (Tabela 2). Para BRS 1010, todas as concentracdes de SNP induziram
redugdes no AR, com valores abaixo de 70% em relacdo ao controle, entretanto, nao
houve diferencas significativas entre os tratamentos. Entre os hibridos, o valor de AR
foi maior em DKB 390 em todas as concentragdes, exceto 200 uM. Com base nos
resultados mostrados na figura 3, a concentracao ideal de SNP que ndo causa inibicao
de AR para os experimentos posteriores € 50 uM e o hibrido escolhido foi DKB 390,

uma vez que esse apresentou melhor AR com aplica¢des de SNP até 150 uM.

Tabela 2- Efeito de concentragdes crescentes de SNP sobre o alongamento relativo da

raiz (AR%) em dois hibridos de milho, BRS 1010 e DKB 390, apds 24 horas de

tratamento.
HIBRIDO SNP AR RAIZ
(UM) (% do controle)
BRS 1010 50 49,41+12,22 Ba
100 70,42+10,75 Ba
150 56,03+11,06 Ba
200 60,70£12,45 Aa
DKB 390 50 137,71£19,44 Aa
100 123,07+19,93 Aab
150 97,80+14,90 Aab
200 79,12+16,19 Ab

Meédias seguidas pela mesma letra maidscula entre os hibridos para o mesmo tratamento e médias
seguidas pela mesma letra mindscula entre os tratamentos para o mesmo hibrido ndo apresentam

diferenca significativa pelo teste de Tukey (5% de probabilidade). & Erro padrdo da média.

O hibrido BRS 1010 apresentou maior actiimulo de massa seca da folha nos
tratamentos com 50 e 200 uM de SNP quando comparada a DKB 390. No caso das
raizes, BRS 1010 apresentou maior acimulo de massa seca em relagdo a DKB 390 em

todos os tratamentos (Figura 2).
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Figura 2- Efeito de concentragdes crescentes de SNP sobre a producio de massa seca

de folhas e raizes de dois hibrido de milho, BRS 1010 e DKB 390, apds 24 horas de

tratamento.
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Meédias seguidas pela mesma letra maitscula entre os hibridos para o mesmo tratamento e médias
seguidas pela mesma letra mintscula entre os tratamentos para o mesmo hibrido ndo apresentam
diferenca significativa pelo teste de Tukey (5% de probabilidade). Barras representam o erro padrio da
média.

Ap6s exposicao do hibrido DKB 390 ao AI+SNP e Al isoladamente observamos
que o alongamento relativo foi de 27,76% e 43,83%, respectivamente (Tabela 3). O
tratamento com SNP apresentou AR de 107,38% sendo maior do que o AR entre os

tratamentos. Para indice de tolerancia ndo foi observado diferenca entre os

tratamentos.
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Tabela 3- Efeito do Aluminio e SNP sobre o alongamento relativo da raiz (AR%) e

Indice de Tolerancia no hibrido de milho DKB 390 apés 24h de tratamento.

HIBRIDO Al e SNP AR fND[CE DE
(UM) (% DO CONTROLE) TOLERANCIA (%)
DKB 390 OuMeOuM 100 £0,00 A 100 +£0,00NS
0 uM e 50 uM 107,38 £24.61 A 85,22 +6,10N8
200 uM e 0 uM 43,83 +6,44 B 82,60 +3,95N8
200 uM e 50 uM 27,76 +3,93 B 90,06 4,118

Meédias seguidas por letras diferentes apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey (5% de
probabilidade). + Erro padrao da média. NS: ndo significativo.

No controle e tratamento com SNP isoladamente (figura 3A e 3C,
respectivamente), ndo observamos acimulo de aluminio nas células radiculares.
Contudo, apds exposicdo a 200 uM de aluminio por 24 horas, um intenso acimulo
desse metal nas células radiculares (Figura 3B). Na figura 3B, o dpice radicular
exposto a hematoxilina mostrou acimulo de aluminio por toda regido. No tratamento
AI+SNP o padriao de acimulo diferiu do tratamento apenas com aluminio ou SNP.
Houve reducdo na intensidade de cor roxa, com maior acimulo na regido da coifa

(Figura 3D).

Figura 3- Histolocalizagdo de aluminio por corante hematoxilina em 4pices
radiculares do hibrido de milho DKB 390 apds 24 horas de exposicdo a diferentes
tratamentos. A= Controle; B= 200 uM Aluminio, C= 50 uM SNP; D= 200 uM

Aluminio + 50 uM SNP.
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O actimulo de 6xido nitrico no controle negativo (Figura 4E) ocorreu apenas em
uma pequena regido da coifa, demonstrando baixa produgdo/acimulo dessa molécula
no dpice radicular mesmo sem aplicacdo exdgena de SNP. No tratamento com
aplicacdo de SNP (Figura 4G), a deteccao de NO ocorreu na regidao mais externa do
apice, proximo a epiderme e ao coOrtex radicular demonstrando que ndo
necessariamente a planta acumula NO quando € fornecido via nitroprussiato de sédio.
Para o tratamento com aluminio (Figura 4F), o NO foi detectado com alta intensidade
(préximo a 100) (Figura 4J) por toda regido do dpice radicular, demonstrando que a
presenca de Al induziu aumento na producdo/actimulo de NO nessas raizes. No
tratamento com aplicacdo de AI+SNP (Figura 4H) observamos maior intensidade de
NO (préximo a 150) (Figura 4L), principalmente na regido do dpice radicular. As
plantulas apresentaram pequena quantidade de NO em seu dpice quando nenhum
fluor6foro foi aplicado, e ndo houve acimulo de NO quando SNP foi aplicado
isoladamente. Entretanto, os tratamentos no quais o Al esteve presente, o NO
apresentou alta intensidade evidenciando que a presenca desse metal aumenta o

actimulo desse composto ao longo do 4pice radicular (Figura 4).

14



Figura 4- Localizacdo de NO por Microscopia Confocal pela sonda fluorescente 4,5-
diaminofluoresceina diacetato (DAF-2 DA) em dpices radiculares do hibrido de milho
DKB 390 ap6s 24 horas de exposicdo a diferentes tratamentos. A, E, I= Controle; B,
F, J= A1200 uM; C, G, K= SNP 50 uM; D, H, L= Al 200 uM + SNP 50uM. A, B, C
e D: luz transmitida; E, F, G e H: emissao de fluorescéncia; I, J, K e L: intensidade de
fluorescéncia da amostra vegetal.

Para o extravasamento de eletrélitos (Figura 5), apds o tratamento com Al+SNP

houve redugdo no extravasamento de eletrélitos com relacao aos outros tratamentos.
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Figura 5- Porcentagem de extravasamento de eletrélitos em raizes do hibrido de milho
DKB 390 apds 24 horas de exposi¢do aos tratamentos controle; SNP 50 uM; Al 200
uM e Al 200 uM + SNP 50 uM.
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Meédias seguidas por letras diferentes entre tratamentos apresentam diferenca significativa pelo teste de
Tukey (5% de probabilidade). Barras representam o erro padrdo da média.

Na parte aérea de DKB 390 nao houve diferenca para a atividade da SOD entre
os tratamentos. Entretanto, nas raizes maior atividade da SOD foi observada no
tratamento controle, com redugdo de atividade nos outros tratamentos, principalmente
na combinagdo Al+SNP (Figura 6A). A atividade da CAT (Figura 6B) nao apresentou
diferenca entre os tratamentos para as raizes. Ja na parte aérea, maior atividade da CAT
foi observada no tratamento com Al, seguido da combinacao AI+SNP e por ultimo
SNP isolado. A atividade da POX (Figura 6C) ndao apresentou diferenca para os
tratamentos na parte aérea. Nas raizes, as maiores atividades da POX foram observadas
apos exposicdo ao Al e AI+SNP. Na parte aérea e nas raizes, a atividade da APX

(Figura 6D) foi maior no tratamento AI+-SNP.
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Figura 6 - Atividade das enzimas Superdxido dismutase (A), Catalase (B), Peroxidase
Total (C) e Peroxidase do Ascorbato (D) na parte aérea e nas raizes do hibrido de milho
DKB 390 apés 24 horas de exposicao a diferentes tratamentos.
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Meédias seguidas por letra maidscula compara os tratamentos para o mesmo 6rgao vegetal e médias
seguidas por letra mindscula compara todos os tratamentos de todos os 6rgaos. Letras diferentes entre
tratamentos apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey (5% de probabilidade). Barras
representam o erro padrao da média. NS: no significativo.

6-DISCUSSAO

A redug¢do do alongamento radicular afetando os dpices das raizes e o
desenvolvimento reduzido de pelos radiculares, sdo sintomas reconhecidos da
toxicidade de Al, observados nos hibridos BRS 1010 e DKB 390. Quando o Al é
absorvido, grande parte se acumula no dpice da raiz enquanto outra parte de Al passa
através da epiderme e do cortex e interage com elementos do apoplasto (SADE et al.,
2016; SINGH et al., 2017).

Os alongamentos radiculares das linhagens de milho utilizadas no presente
trabalho mostraram respostas diferentes ao tratamento com SNP. Com a aplicagdo de
diferentes concentragdes de SNP, a BRS 1010 apresentou redugdes no AR. Entretanto,

a DKB 390, aumento no AR (137,71%) nos tratamentos de 50 até 150 uM de SNP. A
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aplicacdo de SNP em tomate foi capaz de induzir a formagado da raiz lateral da mesma
forma que o tratamento com auxina. O NO modulou a expressao de genes reguladores
do ciclo celular em tomate e conduziu a formacdo de raizes laterais nessa cultura
(CORREA-ARAGUNDE et al., 2006).

O NO medeia na resposta da auxina que conduz a formacao de raizes adventicias
e o aumento concentracdo de NO foi necessdrio como parte dos eventos moleculares
envolvidos no desenvolvimento de raizes induzida por &4cido indolacético (AIA)
(PAGNUSSAT et al., 2002). Além disso, SNP e AIA se mostraram eficazes em
melhorar crescimento, biossintese de pigmentos fotossintéticos e prolina em
tomateiros sob condigdes de estresse (SIDDIQUI et al., 2017).

Entretanto, a aplicacdo de SNP, ndo foi capaz de mitigar os efeitos toxicos do Al
nas raizes do hibrido DKB 390. Uma das hipdteses € que o metal inibe o transporte de
auxina nos dpices radiculares, uma vez que seu acumulo ocorre no dpice radicular,
alterando o transporte desse hormdnio. Essa alteracdo da distribuicdo de AIA leva a
diminui¢do do alongamento radicular sob tratamento com aluminio (HE; HE; GU,
2012; KOLLMEIER; FELLE; HORST, 2000).

Apés exposicdo ao Al, o AR desse hibrido foi reduzido para 43%, e na
combinacdo de AI+SNP reduziu para 27,76%. A redu¢do no AR no tratamento
AI+SNP pode estar relacionado com a vida util do SNP no interior da célula, e
adicionalmente o Al pode interromper a homeostase do NO, alterando seu
metabolismo, formando peroxinitrito (ONOO") e inibindo o alongamento da raiz
(TTAN et al., 2007).

De forma semelhante a esse estudo Kaur et al. (2015) observaram que a
aplicacao de NO ndo conseguiu restaurar o crescimento radicular de trigo exposto ao
chumbo, entretanto NO ajudou a melhorar o estresse oxidativo. Ainda € necessario
elucidar como as mudangas em nivel molecular e as isoenzimas / proteinas especificas
estdo envolvidas na mediacdo da resposta do NO ao estresse abidtico.

A libertacdo de NO geralmente € refor¢cada por tidis, mas a cinética ndo € direta.
A medida que a reducio do SNP ocorre e a subsequente decomposi¢io do complexo
nitrosilico acontece € acompanhada pela liberacdo de cianeto (FEELISCH, 1998). A
atividade de metaboliza¢do do cianeto e o potencial de dcido cianidrico (HCN) em
plantas superiores possui uma correlagdo: quanto maior o potencial de HCN, em geral,
maior a atividade de metabolizag@o do cianeto. O cianeto € um inibidor da respirag@o

celular (MILLER; CONN, 1980).
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A antimicina (AA) e o cianeto de potdssio (KCN) promovem o actimulo de
radical semiquinona no complexo III, levando a produ¢do de anin super6xidoO>~ no
espaco da membrana interna das mitocondrias. O superdxido € dismutado a H>O; que
pode atravessar a membrana mitocondrial para ser liberado no citosol
(PUCCIARIELLO; PERATA, 2016).

O o6xido nitrico pode atuar como antioxidante interrompendo a cadeia de
peroxidacdo lipidica limitando dano as membranas ou em alta concentragcdo pode atuar
como uma espécie reativa de nitrogénio desencadeando reagcdes que causam lesdes na
membrana (WANG; YANG, 2005). Em tabaco, NO ¢ indispensdvel para a ativacao
da oxidase alternativa, uma proteina com um papel fundamental na elimina¢do de ROS
mitocondriais e pode regular a producdo de H.O> (EDERLI et al., 2009).

A maioria das informacdes sobre a funcdo do NO em plantas vem de abordagens
farmacoldgicas usando doadores de NO, sendo dificil distinguir entre o efeito
fisiol6gico e o farmacolégico obtido por tratamento quimico. Um dos desafios a seguir
¢ desenvolver doadores com maior estabilidade e vida ttil mais longa, com uma taxa
de liberagao de NO controlada e doadores com alta especificidade de tecido ou células
(ARASIMOWICZ; FLORYSZAK-WIECZOREK, 2007).

O tratamento com Al mostrou acimulo desse elemento por toda regido da raiz.
Um dos mecanismos de resisténcia ao Al € a exclusao do elemento a partir do dpice da
raiz, o principal local de toxicidade envolvendo a libera¢do regulada de compostos
organicos que quelam fons Al*, formando compostos nio téxicos (KOCHIAN et al.,
2015). Na presenga de Al, gendtipos resistentes de milho, exsudam os compostos
fendlicos catecol, catequina e quercetina. Assim, a exsudacdo fendlica da raiz pode
desempenhar papel importante na exclusdo de Al da raiz do milho, concomitante a
liberacao de citrato (KOCHIAN et al., 2015). Ja no tratamento Al+SNP, foi possivel
observar uma diferenga no padrdo de actimulo desse metal, com menor acumulo de Al
ao longo da raiz, ficando localizado principalmente no dpice da raiz Essa reduc¢do no
acumulo de Al no tratamento com SNP pode ser explicado pela ativacdo de
mecanismos de resisténcias no qual o NO pode atuar como mediador de resposta ao
estresse, sinalizando processos fisioldgicos envolvidos com a desintoxicacdo do Al das
células radiculares (TREVISAN; MANOLI; QUAGGIOTTI, 2014;ARORA;
BHATLA, 2015).

No tratamento controle negativo (sem adi¢do de SNP), foi observado baixo sinal

de fluorescéncia, mostrando a elevada especificidade do comprimento de onda
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utilizado para a molécula de NO. As diaminofluoresceinas (DAFs) estdao entre as
sondas fluorescentes mais sensiveis para a detec¢do do NO, devido a reatividade de
diaminas vicinais aromdticas com o NO, em presenca de O>. A N-nitrosilacdo de DAFs
resulta na formacdo de um triazol, DAF-2T, que emite fluorescéncia esverdeada
(KOJIMA et al., 1998). Adicionalmente, ndo houve actimulo de NO quando SNP foi
aplicado isoladamente. Ao tratar o 6rgdo com um composto doador de NO, se deve
levar em consideracdo o mecanismo e a cinética da liberagdo de NO, dependendo de
fatores externos e toxicidade de produtos acumulados (MODOLO et al, 2002).

Os tratamentos nos quais o Al esteve presente, o NO apresentou alta intensidade
de sinal, evidenciando que a presenca desse metal induz aumento para o acimulo desse
composto ao longo do dpice radicular. Além de apresentar comprimentos de onda de
excitacoes visiveis, semelhantes a da fluoresceina, sua forma derivada (DAF-2 DA)
permite uma absorcao eficiente pelas células, uma vez que € permedvel a membrana e
possui alta sensibilidade, sendo utilizado para a bioimagem em tempo real de NO com
resolucdo temporal e espacial (KOJIMA et al., 1998; PLANCHET; KAISER, 2006;
HETRICK; SCHOENFISCH, 2009).

O NO parece estar ligado ao nivel e a toxicidade das ROS, tanto direta quanto
indiretamente, controlando a expressao de genes envolvidos em diferentes processos
funcionais como transdu¢do de sinal, defesa e morte celular. A presenca dessa
molécula, possivelmente estd envolvida na regulacdo de enzimas antioxidativas,
eliminacdo direta de anions superdxido e na peroxidagao lipidica (EZAKI et al., 2013).

O desequilibrio sistémico induzido por aluminio produz ROS e a altera as
propriedades da parede celular sendo dois fatores intrinsecos responsaveis pela
toxicidade do Al em plantas. O préprio aluminio ndo € um elemento de transi¢do, mas
atua como catalisador na geracdo de ROS que também leva ao estresse oxidativo em
plantas (SINGH et al., 2017)

Um importante mecanismos de tolerancia de plantas aos danos induzidos pelo
Al € a ativagdo de agentes antioxidantes. A atividade da SOD em raizes diminuiu
quando outros compostos foram adicionados, principalmente SNP+Al (Fig. 6A). Esse
resultado também fo1 observado por Silveira (2012) expondo alface ao arsénio. O NO
pode remover o radical superéxido O>", reduzindo assim a concentracdo do substrato
para essa enzima (SINGH et al., 2009), e consequentemente sua atividade.

A atividade da CAT (folha), POX (raiz) e APX (folha e raiz) aumentou nos

outros tratamentos em relacdo ao controle, principalmente no tratamento SNP+Al.
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Dois mecanismos explicam a relagdo entre H2O2, NO e CAT. Um deles envolve a
inibicao na atividade desta enzima, apds o NO se ligar a por¢do heme férrica da enzima
e resultar na formagdo de um composto que impede a ligacdo do peréxido de
hidrogénio ao fon metdlico. O outro mecanismo seria uma regulagdo na atividade
enzimatica através do H,O,. Per6xido de hidrogénio pode promover a ligagdo do NO
com sitios especificos na estrutura molecular da CAT, formando um complexo com
cada tetramero dessa enzima. Apds a remogao das moléculas de NO dos locais de
ligacdo da CAT, a atividade enzimadtica pode ser restaurada (ARORA et al., 2016).

Durante as respostas das plantas a varios estresses, o aumento da geracao de NO
e H>O2 pode ocorrer paralela ou alternativamente. O H>O» pode induzir o aumento da
produgdo de NO por ativacido de enzimas de sintese de NO, no entanto, tem sido
relatado resultados opostos, por exemplo, a producido de NO foi anterior ao H>O, em
culturas de suspensido de Arabidopsis sob tratamento com CdCl, (CUI et al., 2010;
MICHELE et al., 2009; SUN et al., 2018).

NO pode modular a atividade da POX dependendo da espécie e severidade do
estresse. NO também interage diretamente com o atomo de ferro na fracao heme da
POX, formando um complexo, inibindo de modo reversivel a atividade enzimaética
(ARORA et al., 2016). Ja a enzima ascorbato peroxidase (APX), que faz parte do Ciclo
Ascorbato-Glutationa, é componente essencial no controle do metabolismo redox das
plantas (MITTLER, 2002). Vérias modificacdes pds-traducionais mediadas por NO
alteram a atividade da APX. Niveis excessivos de ROS causam a carbonilagdao de
residuos na APX ou formam compostos metdlicos. Algumas formas oxidativas de
residuos de cisteina na APX sao reversiveis e podem ser reduzidas pelo sistema
ferredoxina-tiorredoxina (CORREA-ARAGUNDE; FORESI; LAMATTINA, 2015).

Ezaki et al. (2013) estudando A. virginicus observaram que a tolerancia ao Al é
uma combinacdo de diversos mecanismos (supressdo da absorcdo de Al na raiz do
solo, alta taxa de translocacdo, indu¢do de atividade enzimaética e polifendis e producao
de NO) cada um deles j4 foi relatado como estratégia efetiva de defesa ao Al. Assim,
as combinacdes dos mecanismos de tolerancia podem ser absolutamente necessarias
para conferir alta tolerancia ao Al em uma tnica espécie de planta.

Os efeitos do conteudo de Al e NO sobre o apice radicular sdo ocasionalmente
controversos, o que pode estar associado a diferentes fontes de produgdo de NO,
diferentes concentracdes de Al, espécies de plantas e tempo de tratamento utilizado.

Os mecanismos envolvidos na rota de sinalizagdao do NO que aliviam a toxicidade do
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Al podem ser principalmente explicados pela melhoria da capacidade antioxidante,
que impede a geracdo de estresse oxidativo reduzindo os danos internos nas células,

principalmente os danos sobre as membranas celulares (HE et al., 2011).

7-CONCLUSAO

e As concentragdes de 100 e 200 uM de AICI; afetam negativamente o
alongamento radicular de BRS 1010 e DKB 390.

e A concentra¢do de 50 uM de SNP estimula o alongamento radicular de DKB
390, porém quando combinado ao Al ndo € capaz de mitigar os efeitos toxicos do
metal.

e A coloracdao com hematoxilina mostra que SNP € capaz de reduzir o acimulo
de Al nas células das raizes.

e Um dos mecanismos de tolerancia ao Al € a producdo de NO, que foi observada
em raizes que receberam tratamento com Al isoladamente e combinado ao SNP. O
maior acimulo de NO ocorre em raizes tratadas com AI+SNP.

¢ O tratamento Al+SNP aumenta a atividade das enzimas SOD (folha), CAT
(folha), POX (raiz) e APX (folha e raiz).

¢ O SNP ndo foi capaz de reverter o efeito negativo do Al sobre o AR, entretanto
promoveu menor acimulo de Al em dpices radiculares, maior intensidade de NO e

ativacdo de mecanismos de defesa.
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