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RESUMO

ANIJOS, Otavia Faria dos, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, outubro de 2007.
Exsudacdo de acido malico e alongamento radicular de gendtipos de milho
tratados com niveis toxicos de aluminio. Orientador: Jos¢ Cambraia. Co-
Orientadores: Juraci Alves de Oliveira e Marco Antonio Oliva Cano.

Os efeitos do aluminio sobre o alongamento radicular e a exsuda¢do de acido
malico foram avaliados em dois gendtipos de milho: UFVM 100 e UFVM 200,
selecionados de um grupo de seis genotipos desenvolvidos pelo Departamento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa, Vigcosa, MG, Brasil. Plantulas, com cinco
dias de idade, dos seis gendtipos foram expostas a Al 50 uM em solucdo de CaCl, 0,4
mM, por 24 horas e, baseado na inibi¢do do alongamento radicular, foram classificados
em duas categorias: a) sensiveis ao Al (= 68% de inibi¢do): UFVM 8 e UFVM 100; e b)
tolerantes ao Al (£ 64% de inibi¢do): UFVM 6, UFVM 7, UFVM 9 e UFVM 200. Os
gendtipos UFVM 100 e UFVM 200 foram selecionados para os demais experimentos.
Plantulas dos dois gendtipos foram expostas a diferentes concentracdes de Al e
diferentes tempos de exposi¢do e, entdo, o efeito do Al sobre o alongamento da raiz
principal foi avaliado. O alongamento da raiz principal decresceu com o incremento na
concentragdo de Al nos dois gendtipos, especialmente no gendtipo UFVM 100.
Diferencas entre os gendtipos foram maiores em baixas concentragdes de Al e
decresceram a medida que a concentracdo de aluminio foi aumentando no meio de
cultivo. Inibi¢gdes no crescimento da raiz principal foram evidentes desde o inicio da
aplicacdo do tratamento e aumentaram linearmente com o tempo de exposi¢do ao Al. O
genotipo UFVM 200 mostrou sempre maior tolerancia ao Al que o gendtipo UFVM
100, tendo as maiores diferencas entre eles ocorrido entre 25 e 50 uM de Al. Os teores
de Al nas folhas foram sempre baixas em compara¢do aos teores nas raizes, mas o
genotipo UFVM 200 apresentou teores mais elevados que o gendtipo UFVM 100. Nas
raizes, os teores de Al aumentaram com a elevacao na concentracao de Al na solugao de
cultivo e foram sempre mais elevados no gendtipo UFVM 100. A atividade da enzima
desidrogenase malato (MDH) foi maior nas raizes, mas s6 foi modificada pelo
tratamento com Al nas folhas do gendtipo tolerante. Exsudacao de dcido malico para o
meio de cultivo ocorreu nas plantas controle dos dois genotipos. A exposicdo das
plantas ao Al resultou em aumento na exsudacdo de acido malico para o meio de

cultivo, tendo o gendtipo UFVM 200 apresentado maior exsudagdo deste acido em

X



todas as concentragdes de Al. A exsudacdo maxima de acido malico ocorreu nas
concentragoes estimadas de Al de 133 e 197 uM para os gendtipos UFVM 200 e UFVM
100, respectivamente. Embora, os dois genotipos tenham exsudado acido malico para o
meio de cultivo, em nenhum deles a quantidade de 4cido malico foi suficiente para

eliminar a toxidez do Al na solugado nutritiva.



ABSTRACT

ANIJOS, Otavia Faria dos, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, October 2007.
Malic exudation and root elongation in maize genotypes treated with toxic
levels of aluminum. Adviser: José Cambraia. Co-Advisers: Juraci Alves de Oliveira
and Marco Antonio Oliva Cano.

Aluminum effects on malic acid exudation and root elongation were evaluated in
two maize genotypes: UFVM 100 e UFVM 200, selected from a group of six genotypes
developed by the Agronomy Department of the Federal University of Vicosa, Vigosa,
MG, Brazil. Five days-old seedlings of the six genotypes were exposed to Al 50 uM in
0.4 mM CaCl,, pH 4.0, for 24 h and, based on growth inhibition of the main root, they
were classified into two categories: a) Al sensitive (= 68% inhibition): UFVM 8 and
UFVM 100; and b) Al tolerant (< 64% inhibition): UFVM 6, UFVM 7, UFVM 9 and
UFVM 200. The genotypes: UFVM 100 and UFVM 200 were selected for the
following experiments. Seedlings of both genotypes were treated with different Al
concentrations and different time of exposition to the metal and then the Al effect on
root elongation was evaluated. The elongation of the main root decreased with
increasing Al concentration in both genotypes, especially in the UFVM 100 genotype.
Differences between cultivar were higher at lower concentration but decreased as Al
concentration was increased in the growth medium. Inhibition in the elongation of the
main root was evident from the beginning of Al treatment and increased linearly with
the time of exposition to Al. The UFVM 200 genotype always showed higher Al
tolerance than the UFVM 100 genotype and the differences between them were bigger
at Al concentration between 25 and 50 pM. Aluminum contents in leaves were always
low in comparison with the roots, but the UFVM 200 genotype showed higher Al
contents than the UFVM 100 genotype. In the roots Al contents increased with
increasing Al concentration in the growth medium and they were always higher in the
UFVM 100 genotype. The activity of the malate dehydrogenase (MDH) was higher in
roots, but it increased with Al treatment only in leaves of the tolerant genotype. Malic
acid exudation to the growth medium was observed in control plants of both genotypes.
In Al-treated plants of both genotypes malic acid exudation increased with increasing Al
concentration in the growth medium but UFVM 200 genotype always showed higher
exudation at all Al concentrations. Maximum malic exudation occurred at estimated Al

concentration of 133 and 197 uM for the genotypes UFVM 200 ¢ UFVM 100,
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respectively. Although, both genotypes have exudated malic acid to the growth medium,
in none of them the amount of malic acid was enough to detoxify the Al in the nutrient

solution.
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1. INTRODUCAO

O constante aumento na demanda por cereais e outros grdos € a escassez
crescente de solos de boa qualidade para seu cultivo, estdo direcionando o cultivo a
inevitavel utilizacdo de solos com caracteristicas adversas, como por exemplo, terras
acidas altamente esgotadas em sais minerais. No Brasil, o plantio de culturas
importantes, como a do milho, ocorre em grande parte dos solos sob cerrado, que
ocupam quase um quarto do territoério nacional, concentrando-se nos Estados de Goias,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Tocantins e Piaui (FERREIRA et al,
2006).

Nestes Estados, predominam os Latossolos, caracteristicamente acidos, com
baixa capacidade de troca cationica (CTC), elevada acidez, deficiéncia extrema de P,
Ca, Mg e niveis elevados de Al e Mn (FERREIRA et al., 2006; LOPES, 1984). A
toxidez por Al tem sido reconhecida como um dos principais fatores que limitam o
alongamento radicular e a produtividade da cultura do milho nas regides de solos de
cerrados do Brasil Central MACHADO & PEREIRA, 1990).

Na maioria das vezes, o problema da acidez ¢ corrigido, pelo menos
parcialmente, com a aplicagdo de calcario aos solos. No entanto, a correcao da toxidez
de Al nos horizontes inferiores desses solos, mediante métodos conhecidos e
tradicionais, ¢ muito dificil ou agrondmica e economicamente inexeqiiivel. A alternativa
que oferece maiores possibilidades de sucesso na utilizagdo agricola destes solos ¢ a sua
corregdo superficial, conjugada com a utilizacdo de espécies e, ou variedades mais
tolerantes a toxidez de Al (CAMBRAIA et al., 1991).

O Al é um dos metais mais abundante na crosta terrestre, constituindo
aproximadamente 7% da massa total do planeta (DELHAIZE & RYAN, 1995;
KOCHIAN, 1995). Apresenta-se, quase sempre, na forma de complexos estaveis de
alumino-silicatos. Esse, aos poucos, dependendo de varios fatores do meio, liberam o Al
para a solucao do solo, disponibilizando-o em concentragdes elevadas para as raizes e,
conseqiientemente, resultando em varios tipos de injurias nas plantas (KOCHIAN et al.,
2004).

Na soluc¢do 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, ¢ o fon trivalente positivo (A’") (ECHART

& MOLINA, 2001), mas a medida que o pH vai aumentando, formam-se as espécies



Al(OH)*" e AI(OH)",. Em pH proximo da neutralidade, o Al assume a forma pouco
solivel de AI(OH); e, em condi¢des alcalinas, predomina a forma Al(OH)}4
(DELHAIZE & RYAN, 1995).

Quando em niveis toxicos no solo, o Al desencadeia uma séric de efeitos
prejudiciais ao alongamento radicular e a produtividade das plantas. Um dos primeiros e
principais efeitos do Al ¢ sobre o alongamento radicular, na zona de transi¢do do apice
radicular (SIVAGURU & HORST, 1998), que pode ser detectado em poucos minutos
ap6s a indugdo do estresse (BARCELO & POSCHENRIEDER, 2002; KOCHIAN et al.,
2004). O Al, inicialmente, inibe o alongamento e a expansao celular e, posteriormente, a
divisdo celular (KOCHIAN et al., 2004).

Apoés exposigdes mais prolongadas do sistema radicular ao Al, a toxicidade
desse ion se manifesta por meio de um conjunto de sintomas que expressam seu efeito
continuo e crescente sobre a morfologia e fisiologia das raizes. Tais sintomas incluem
reducdes no peso de matéria seca, no numero € no comprimento das raizes,
freqlientemente associados ao aumento no raio médio € no volume radicular
(SIVAGURU & PALIWAL, 1993), reducdo na absor¢do de agua e de nutrientes
minerais (CALBO & CAMBRAIA, 1980; MENDONCA et al., 2003), e de respiracao
celular, resultando em severas perdas em alongamento radicular e produtividade.

Devido a intensidade de sua carga elétrica positiva, o Al reage com inimeros
sitios nas células, como a parede celular, o citoesqueleto, o nticleo e, principalmente, a
membrana plasmatica (KOCHIAN et al., 2004). Na membrana plasmatica, o Al se liga
aos grupos fosforicos e carboxilicos dos componentes moleculares, promovendo
alteracdes na fluidez e na densidade de empacotamento dos fosfolipidios (SILVA et al.,
2002). Além disso, o Al modifica a dinAmica de efluxo e influxo de H' através da
membrana plasmatica de raizes, conforme sugere AHN et al. (2002), reduzindo a
atividade da H'-ATPase, despolarizando a membrana (AHN et al., 2004).

O Al penetra rapidamente no citossol, ligando-se a importantes moléculas e, ou
estruturas intracelulares (KOCHIAN et al., 2004). Alguns alvos preferenciais do Al
parecem ser o DNA, com o qual reage aumentando a estabilidade da dupla hélice e
inibindo sua replicagao (ROUT et al., 2001), os microtibulos e filamentos de actina,
que se reorganizam ao acaso, principalmente nas células corticais internas
(BLANCAFLOR et al., 1998; KOCHIAN et al., 2004) e as mitocondrias, diminuindo
sua capacidade de produzir ATP e aumentando a producdo de espécies reativas de

oxigénio, possivelmente O;".



Somente sob estresse prolongado ao Al sdo observados efeitos sobre o
alongamento radicular da parte aérea, que se deve, principalmente, a limitagdes na
absor¢do de nutrientes e 4gua acompanhados do aparecimento de clorose (CHANG et
al., 1998) e necrose foliar (NGUYEN et al., 2003). Também podem ser observados
sintomas que se assemelham aos de deficiéncia de fosforo, como a redugdo no
alongamento radicular das folhas, arroxeamento de caule, folhas e nervuras e
amarelecimento e morte do apice foliar. Outras espécies podem apresentar sintomas
similares aos da deficiéncia de célcio ou problemas na sua translocagdo, caracterizado
pelo enrolamento ou o encurvamento de folhas novas e colapso dos pontos de
alongamento radicular ou peciolos (FOY, 1976). Algumas destas deficiéncias,
aparentemente, ocorrem porque o Al induz a deposicdo de calose nos canais
plasmodesmaticos, inibindo fisicamente o transporte simplastico entre células
(SIVAGURU et al., 2000; ECHART & MOLINA, 2001; MAZZOCATO et al, 2002).

Duas categorias de mecanismos de tolerdncia ao Al tém sido propostas:
mecanismos de exclusdo e mecanismos de tolerancia interna. As plantas que utilizam
mecanismos de exclusdo do Al sdo capazes de evitar a entrada desse ion no simplasma,
enquanto aquelas que possuem mecanismos de tolerancia interna sao capazes de manter
seus processos metabolicos proximo da normalidade, mesmo na presenga de
concentragdes relativamente elevadas de Al no simplasma (GONCALVES et al., 2000).

As plantas que utilizam o mecanismo de exclusdo podem evitar que o Al chegue
ao simplasma imobilizando-o nas cargas negativas de acidos carboxilicos constituintes
da parede celular, modificando a permeabilidade seletiva na membrana plasmatica,
induzindo a elevacdo do pH na rizosfera para promover a precipitacdo do Al e, ou
exsudando substancias capazes de complexar o Al (SILVA et al., 2002; MARIANO et
al., 2003; KOCHIAN et al., 2004; VITORELLO et al., 2005). Dentre essas hipoteses a
que envolve a sintese ¢ a exsudacdo de acidos organicos ¢ a que tem recebido mais
aceitacdo por parte dos pesquisadores. Algumas das principais razdes apontadas por
KOCHIAN et al. (2004) para esta ampla aceitacdo sao: a) Existe forte correlacdo entre a
tolerancia ao Al e a exsudagdo de acidos organicos em varias espécies; b) A adi¢ao de
acidos organicos (malato, citrato e outros), no meio nutritivo, reduz a toxidez do Al; ¢)
Complexos de Al-acidos organicos (di- e tri-carboxilicos) ndo atravessam
significativamente as membranas e ndo sdo absorvidos pelas raizes; d) A exsudagdo de
acidos organicos, ativada pelo Al, ocorre no apice radicular, local do efeito primario da

toxidez de Al; e) Em geral, a ativagdo do mecanismo de exsudacdo ¢ desencadeada



especificamente por Al'" e f) Existem na membrana plasmatica canais anidnicos,
ativados por AI’*, para facilitar o efluxo dos 4cidos organicos.

Nas diversas espécies estudadas foram identificados dois padrdes de exsudacdo
de acidos organicos. No padrao I, a exsudacdo de acido orgdnico comeca a ocorrer tao
logo a planta seja exposta a niveis toxicos de Al, enquanto, no padrao II, a exsudagao
ocorre varias horas apos a exposicdo ao Al (MA et al., 2001). A rapidez de reagdo
caracteristica do padrdo I ¢ indicativa de que o Al ativa mecanismos preexistentes, como
por exemplo, a abertura de canais de efluxo de acidos organicos. Espécies como trigo
(DELHAIZE & RYAN, 1995) e tabaco (DELHAIZE et al., 2001) apresentam padrao do
tipo I na exsudagdo de acidos orgénicos. Quando a exsudacdo do acido orgénico ocorre
algum tempo depois da exposi¢do ao Al, parece haver a necessidade de biossintese de
proteinas ligadas ao metabolismo e, ou ao transporte dos acidos organicos para o meio
externo. Tém-se como exemplo, o centeio (LI et al., 2000) e o milho (PELLET et al.,
1995), que utilizam o mecanismo tipo II.

Alguns dos principais acidos organicos exsudados para a solu¢do externa sao os
acidos malico e trans-aconitico, em sorgo (GONCALVES et al., 2005), acidos malico e
citrico, em triticale (MA et al., 2000) e arroz (ALVES, 2005), acido malico, em trigo
(DELHAIZE et al., 1993) e acido oxalico, em Cassia tora L. (MA et al, 1997) e taro
(Ma et al.,, 1998). Em milho, trés variedades estudadas por KIDD et al. (2001)
exsudaram principalmente oxalato e, também, acidos citrico e aconitico. Por outro lado,
PINEROS, et al. (2002) mostraram que o cultivar de milho Cateto-Colombia, tolerante
ao Al, apos cinco dias de exposicdo a 222 uM de Al, exsudava, principalmente, acido
citrico. JORGE et al. (1997) detectaram, também em milho, a exsudagdo de acido
malico e citrico em presenga de Al no meio de cultivo.

Além destes mecanismos de exsudagdo de acidos organicos induzidos por Al,
sugere-se a operacao de alguns mecanismos alternativos para sorgo (CAMBRAIA et al.,
1983; GONCALVES et al., 2005) e em horténcia (Hidrangea macrophylla) (MA et al.,
1997). Dentre esses, incluem-se mecanismos de desintoxicagdo interna, envolvendo a
produgdo de acidos organicos, complexacdo do Al e o transporte/ armazenamento do
complexo Al-4cido organico nos vacuolos (KOCHIAN et al.,, 2004). Plantas que
utilizam estes mecanismos, embora ndo possam impedir a entrada de Al em sua
totalidade, seriam capazes de reduzir a concentragdo de AI’* livre, mantendo teores
elevados de acidos organicos ou outras moléculas em seus tecidos. Corroborando esta

idéia, trabalho recente de PINEROS et al. (2005), com seis gendtipos de milho, sugerem



que o mecanismo de exsudagdo de acidos organicos ¢ importante na resisténcia das
plantas ao Al, mas ndo ¢ o Unico.

Mudangas no metabolismo de acidos orginicos parecem ser necessdrias para
manter adequados os niveis de acidos organicos, ndo apenas para a complexagdo
interna, mas também para sua exsudagdo para o meio extracelular (Li et al., 2000). Nao
ha, porém, consenso quanto a isto. Ryan et al. (2001) mostraram que a exsudacdo de
malato em trigo continuou por algumas horas sem mudancas significativas na atividade
carboxilativa da fosfoenol piruvato (PEPC) ou da malato desidrogenase (MDH). Em
centeio, igualmente, ocorreu efluxo de malato e citrato sem qualquer mudanca na
atividade da PEPC, MDH e isocitrato desidrogenase, e apenas incremento de 25% na
atividade da citrato sintase (LI et al., 2000). Por outro lado, foram observados
incrementos na atividade da citrato sintase em arroz (ALVES, 2005), em espécies
leguminosas tropicais arboreas (RYAN et al., 2001) e em sorgo submetidas a niveis
elevados de Al (GONCALVES et al., 2005).

A tolerancia ao Al, portanto, varia de espécie para espécie e os mecanismos de
tolerancia a este fon sdo variaveis e ndo sdo perfeitamente conhecidos. No caso do
milho, a situacao ndo ¢ diferente e muitos mecanismos de tolerancia tém sido sugeridos,
mas para essa espécie nenhum mecanismo especifico foi comprovado.

Recentemente, o Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa
desenvolveu diversos gendtipos de milho de elevada producdo. Apesar de serem
considerados de elevada produtividade, pouco ou nada se sabe sobre as respostas destes
cultivares frente a niveis elevados de Al.

O objetivo deste trabalho foi selecionar dentre alguns dos mais promissores
destes gendtipos desenvolvidos na UFV dois que apresentassem resposta diferencial ao
Al e estudar suas respostas quanto a alongamento radicular e producao de 4dcido malico

em plantas submetidas a niveis elevados de Al.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao das plantas e aplicacdo dos tratamentos com aluminio

Os gendtipos utilizados nos experimentos foram obtidos a partir de uma sele¢ao
dentre seis genotipos de milho (UFVM100, UFVM 200, UFVM 6, UFVM 7, UFVM 8 e
UFVM 9) desenvolvidos pelo Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de
Vicosa, Vicosa, MG.

As sementes foram selecionadas quanto ao tamanho e forma, tratadas com éacido
sulfurico concentrado, para facilitar a embebig@o, por 1 min, seguindo-se lavagem em
agua corrente e desmineralizada. A germinagdo foi feita em cartuchos de papel
“germiteste”, pH neutro, mergulhados em solu¢do de CaCl, 0,4 mM, pH 4,0, em camara
umida a 30°C. Cinco dias apds a semeadura, as plantulas foram selecionadas, quanto a
uniformidade de tamanho e forma, e transplantadas para vasos de polietileno contendo
1,0 L de CaCl, 0,4 mM, pH 4,0 e submetidas aos tratamentos com Al nas concentragdes
de 0 e 50 uM, aplicado na forma de AICl;. 6H,O. O cultivo das plantas foi realizado em
sala de crescimento, com temperatura controlada para 25 + 1°C, sob irradiancia de 230

umol m? s™ e fotoperiodo de 16 h.

2.2 Selecao dos gendtipos de milho quanto a toleréncia ao aluminio e avalia¢ao dos

sintomas de toxidez

Plantulas dos seis genotipos de milho: UFVM 100, UFVM 200, UFVM 6,
UFVM 7, UFVM 8 e UFVM 9, obtidas conforme descrito no item 2.1, foram
transplantadas para vasos plasticos, com capacidade de 1,0 L, contendo CaCl, 0,4 mM,
pH 4,0 e submetidas ao Al nas concentracdes de 0 e 50 uM, na forma de AICl;. 6H,O.
Antes das plantulas serem submetidas ao tratamento, foi determinado o comprimento
inicial da maior raiz. Apos 24 horas de tratamento, o experimento foi encerrado e as
plantas removidas, lavadas, medidos os comprimentos da raiz principal e determinados
os pesos de matéria fresca e seca, do sistema radicular e da parte aérea.

Com base na percentagem de inibi¢do do crescimento radicular e da parte aérea
e, na produ¢do de matéria fresca e seca, foi determinado o genotipo mais tolerante € o

mais sensivel, que foram utilizados nos demais experimentos.

Alongamento Al, — Alongamento Al
Alongamento Al,

% inibicdo = L X 100




em que
Alp = Alongamento da raiz principal de plantulas controle (sem tratamento com Al)

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

Em experimento paralelo as plantas dos gendtipos UFVM 100 e UFVM 200
formam mantidas nos tratamentos com Al durante 7 dias para a verificagdo da
sintomatologia de toxidez de aluminio. O aparecimento dos sintomas de toxidez de
aluminio foi observado visualmente, todos os dias, tanto na parte aérea quanto no

sistema radicular.
2.3 Efeito do aluminio no alongamento radicular de dois genétipos de milho

2.3.1 Determinacdo do efeito da concentracdo de aluminio sobre o alongamento

radicular das plantas

Plantulas de dois gendtipos de milho UFVM 100 e UFVM 200, considerados o
mais sensivel e o mais tolerante ao Al, obtidos conforme descrito no item 2.1, foram
transplantadas para vasos plésticos, com capacidade de 1,0 L, contendo CaCl, 0,4 mM,
pH 4,0 e submetidas ao tratamento com Al, nas concentragdes de 0, 25, 50 e 100 uM,
por 24 horas.

Ao final do experimento, as plantas foram removidas, lavadas, medidos o
alongamento da raiz principal e determinados os pesos de matéria fresca e seca do

sistema radicular e da parte aérea.

2.3.2 Determinagao do efeito do tempo de exposicao ao aluminio sobre o alongamento

radicular das plantas

Seguindo-se procedimento descrito em 2.3.1, plantulas de dois genoétipos de
milho UFVM 100 ¢ UFVM 200 foram submetidas ao tratamento com Al, nas
concentragdes de 0, 25, 50 e 100 uM, por 24 horas. A cada seis horas avaliou-se o
alongamento da raiz principal.

Apbs 24 horas de tratamento as plantas foram removidas da solug¢do de cultivo,
lavadas e medido o alongamento da raiz principal. Foi determinado o peso de matéria

fresca e seca do sistema radicular e da parte aérea.



2.4 Determinacao dos teores de aluminio

Plantulas dos dois gen6tipos de milho UFVM 100 e UFVM 200, o mais sensivel
e o mais tolerante ao Al, obtidos conforme descrito em 2.1, apds exposi¢do aos
tratamentos com Al, nas concentragdes de 0, 25, 50, 100 e 200 uM, aplicados na forma
de AICI5.6H,0, durante um periodo de 24 horas, foram removidas de vasos plasticos,
lavadas em HCI 0,1 N por cinco minutos e posteriormente lavadas em agua corrente e
desmineralizada, secas em papel-toalha e divididas em parte aérea e sistema radicular. A
matéria seca da parte aérea e do sistema radicular foi obtida apods a secagem do material
vegetal em estufa convencional, a 70°C, até peso constante.

Amostras de aproximadamente 100 mg da parte aérea e do sistema radicular
apos secagem foram finamente moidas em almofariz elétrico (compartimento de
moagem em ago inox) e digeridas em 1,5 mL de uma mistura nitrico-perclérica (2:1;
v/v). Os teores de Al foram determinados no extrato mineral pelo método da aluminona

(WANG & WOOD, 1973).

2.5 Determinacdo do efeito do aluminio sobre a atividade da enzima desidrogenase

do malato

Plantulas dos dois gendtipos de milho, obtidas conforme descrito no item 2.1,
foram transplantadas (vinte plantas/vaso) para vasos plasticos, com contendo 1,0 L
CaCl, 0,4 mM, pH 4,0 e submetidas aos tratamentos com Al, 0 e 25 uM, aplicado na
forma de AICIl;.6H,O. Decorridos 24 horas de exposi¢do ao Al, o experimento foi
encerrado, as plantas removidas da solugdo de cultivo e, em seguida, lavadas em agua
corrente e dgua desmineralizada.

Os extratos enzimaticos para determinacao da atividade da enzima desidrogenase
do malato foram obtidos pela maceracdo de 0,4 g de material vegetal fresco, raiz ou
folhas, em almofariz de porcelana, ap6s adicdo de nitrogénio liquido. Em seguida,
foram adicionados 2,0 mL do meio de homogeneizagao, constituido de tampao Tris-HCI
100 mM, pH 8,0, Na,EDTA 5,0 mM, MgCl,, 5,0 mM, glicerol 10% (v/v), Triton 0,1%
(v/v), fluoreto de fenilmetilsulfonil 0,5 mM e DTT 1mM (HAYES e MA, 2003). Os
homogeneizados foram filtrados através de quatro camadas de gaze e centrifugados a
15.000 xg por 15 min, em centrifuga refrigerada, a 4° C. Os sobrenadantes, diluidos

convenientemente, foram utilizados como fonte das enzimas.



A atividade da desidrogenase do malato (EC 1.1.1.37) foi determinada pela
adicao de 0,1 mL do extrato enzimatico bruto a 0,7 mL de um meio de reacdo
constituido de tampao Tris-HCI, 50 mM, pH 8,0, EDTA 0,5 mM e NADH 0,2 mM.
Ap6s incubagdo da amostra em banho-maria a 25°C, por 30 min, a reac¢do foi iniciada
pela adicdo de 0,2 mL de acido oxaloacético 5 mM (HAYES e MA, 2003),
acompanhando-se o decréscimo na absorvancia a 340 nm, a 25°C, durante 1 min. A
atividade da enzima foi calculada utilizando-se o coeficiente de absortividade molar do
NADH, a 340 nm (6.200 M'cm™) e expressa em pmol h™ mg™ de proteina.

Os teores de proteinas dos extratos enzimdaticos foram determinados pelo método

de LOWRY et al. (1951), utilizando BSA como padrao.

2.6 Determinacdo da exsudacdo de &cido malico em funcdo concentracdo de

aluminio

Treze plantulas dos dois genotipos de milho UFVM 100 e UFVM 200, o mais
sensivel e o mais tolerante ao Al, obtidos conforme descrito em 2.1, foram transferidas
para recipientes de 45 mL, contendo CaCl, 0,4 mM, pH 4,0 e submetidas aos
tratamentos com Al, nas concentracgdes de 0, 25, 50, 100 e 200 uM, aplicados na forma
de AICIl3.6H,0O, durante um periodo de 24 horas, sob agitacdo constante. Apos este
periodo, as plantulas foram removidas e a solucdo de cultivo foi liofilizada e
resuspendida em 5 mL de dgua desmineralizada.

A concentragao de 4cido malico foi determinada pela adi¢dao de aliquotas de 600
nL da solucdo anterior a 225 pL de tampao (glicina 1,0 M + hidrazina 0,8 M), pH 9,0 e
175 uL de NAD 50 mM. Apo6s incubagdo em banho-maria, a 25°C por 30 min, foram
adicionados 5 pL da enzima desidrogenase do malato (2500 U/mg de proteina) e o
aumento na absorvancia, a 340 nm, foi medido em cubetas de quartzo, termostatizadas a
25°C, durante 1 min. O teor de 4cido malico foi calculado por meio de curva padrao,

utilizando padrdes de dcido malico entre 0 e 9 nmol / mL (DELHAIZE et al., 1993).



2.7 Delineamento do experimento e analise estatistica

O experimento de sele¢do dos genotipos (6 x 2), do efeito de concentragdo e do
tempo de exposi¢do ao Al (5 x 2) e a atividade enzimatica (2 x 2), seguiram esquemas
fatoriais no delineamento de blocos casualizados, com trés repetigdes. Os resultados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), sendo as médias comparadas pelo
teste de Scott Knott, a 5% de probabilidade e os fatores quantitativos foram analisados
por regressdo. As andlises foram efetuadas utilizando o programa estatistico “SAEG”,

da Fundacdo Arthur Bernardes, da Universidade Federal de Vigosa, versao 9.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sintomas de toxicidade do aluminio nos genotipos de milho

Os sintomas de toxicidade de aluminio foram observados, principalmente, nas
raizes dos dois gendétipos estudados, sendo nelas o local de maior acimulo deste metal.
A exposicao das plantas ao Al resultou no desenvolvimento de raizes mais curtas, mais
grossas, com aspecto quebradi¢o e com coloragcdo amarronzada, principalmente no apice
radicular. O Al induziu, também, alteragdes na morfologia externa do sistema radicular,
com inibicdo do desenvolvimento de pélos radiculares, reprimindo o crescimento de
ramificacoes laterais, levando a uma reducao do volume do sistema radicular. A maioria
destes sintomas visuais s foram observados em experimentos realizados com a
aplicagao de Al 200 uM, apo6s 7 dias de tratamento, nos gendtipos UFVM 100 e UFVM
200.

Os sintomas da toxicidade na parte aérea assemelham-se aos da deficiéncia de
fosforo, como a redugdo no crescimento das folhas, arroxeamento de caule, folhas e
nervuras ¢ amarelecimento e morte do apice foliar, também como os similares aos da
deficiéncia de célcio caracterizado pelo enrolamento ou o encurvamento de folhas novas
e colapso dos pontos de crescimento ou peciolos (FOY, 1976), porém, neste
experimento, na parte aérea, nenhum sintoma de toxidez foi observado, mesmo apds 7
dias de tratamento com Al na concentragdo de 200 pM.

Todos os sintomas observados nos dois gendtipos de milho utilizados também
foram observados em outras espécies vegetais, como o trevo branco (Trifolium repens
L.) (CARE, 1995) e a soja (MASCARENHAS et al., 1984) indicando ser
sintomatologia tipica de toxidez de Al. Em milho, RHUE & GROGAN (1976)
observaram que as raizes das linhagens NY511 (sensivel) e R158 (tolerante), apos 12
dias de exposi¢ao a 125 uM de Al, estavam severamente atrofiadas, com engrossamento
e descoloragdo nas linhagens mais sensiveis e compridas, bem desenvolvidas e fibrosas,

nas linhagens mais tolerantes.

3.2 Selecdo de gendtipos de milho quanto a tolerancia ao aluminio

Na auséncia de Al, os genotipos UFVM 8 e UFVM 6 foram os que apresentaram

o maior ¢ o menor alongamento da raiz principal, respectivamente (Quadro 1). Na
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presenca de Al o alongamento radicular foi drasticamente inibido em todos os
genotipos, passando a ter alongamento radicular médio de 0,8 cm/dia, ndo existindo
diferenca estatisticamente significativa entre os genotipos ao se analisar o parametro de
alongamento da raiz principal.

Porém, as diferengas entre os genétipos tornaram-se mais evidentes com a
expressdao dos resultados em termos da percentagem de inibi¢do do alongamento
radicular (Quadro 1). Quanto a percentagem de inibicdo, os genotipos de milho
estudados se enquadraram em duas categorias: a) sensiveis ao Al (> 68% de inibi¢do):
UFVM 8 e UFVM 100; e b) mais tolerantes ao Al (< 64% de inibicao): UFVM 6,
UFVM 7, UFVM 9 e UFVM 200.

Quadro 1. Efeito do aluminio sobre o alongamento da raiz principal em seis gendtipos

de milho.
Alongamento radicular’ Inibi¢do do
Genotipos Alongamento radicular
- Al + Al
mm %
UFVM 6 16,5Ca> 6,8 Ab 58,8 B
UFVM 7 22,2 Ba 8,7 Ab 60,8 B
UFVM 8 28,5 Aa 8,3 Ab 70,9 A
UFVM 9 22,9 Ba 8,3 Ab 64,0 B
UFVM 100 22,8 Ba 7,3 Ab 68,0 A
UFVM 200 23,4 Ba 8,8 Ab 62,4 B

'Alongamento da raiz principal, apés 24 horas de tratamento com Al 0 pM (-Al) e 50 pM
(+Al).

*Médias seguidas pela mesma letra maiuscula, entre cultivares, ¢ pela mesma letra mintscula,
entre tratamentos, para cada cultivar, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de
Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Diversos autores tém investigado os efeitos toxicos de Al em diferentes
gendtipos de milho e, os resultados obtidos, indicam respostas semelhantes as
observadas no presente trabalho. Trabalho realizado com duas linhagens de milho (Zea
mays L.), com tolerancia diferencial ao Al, mostrou maior reducdo no alongamento
radicular na linhagem considerada mais sensivel (GIANNAKOULA et al, 2007).

Avaliando a tolerancia de onze hibridos comerciais de milho CAMBRAIA e

CAMBRAIA (1995), observaram forte redu¢do no comprimento da raiz principal de
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plantas expostas ao Al e concluiram que essa medi¢ao foi o critério de avaliacdo mais
simples, facil e confidvel para a avaliagdo da tolerancia ao Al em milho. Em trigo
(KIKUTI et al, 2007), arroz (ALVES, 2005; RIBEIRO, 2007) e sorgo (CAMBRAIA et
al, 1991), também, foram observadas redugdes no alongamento radicular quando as
plantas foram expostas ao aluminio.

Todos os genotipos estudados apresentaram percentagem de inibi¢do do
alongamento da raiz principal superior a 59%, apo6s 24 horas de tratamento com Al 50
uM. Esta sensibilidade ao Al foi muito mais elevada que a apresentada por hibridos de
milho testados por CAMBRAIA ¢ CAMBRAIA (1995), expostos ao Al durante 7 dias,
com inibigdes no alongamento radicular que variaram de 6,9 a 33,3%. Os dois
experimentos diferiram ndo apenas no tempo de exposicdo ao Al, mas também quanto
ao meio nutritivo. Enquanto neste experimento o tratamento com Al foi aplicado em
solucao contendo exclusivamente CaCl,, naquele usou-se solu¢ao nutritiva completa. A
solugdo nutritiva contem alguns ions, como por exemplo, o Mg, reconhecidos como
amenizadores dos efeitos do Al (SILVA et al, 2001 ) e, também, o acido etilenodiamino
tetraacético (EDTA) utilizado no fornecimento do elemento ferro, que em excesso e
dependendo da afinidade relativa por Fe e Al, poderia complexar parte do Al reduzindo
seus efeitos toxicos. Em ensaios preliminares, sob as mesmas condi¢des do experimento
de CAMBRAIA e CAMBRAIA (1995), os gendtipos estudados nesta pesquisa ndo
apresentaram sensibilidade similar a dos hibridos BR106, considerado sensivel ao Al, e
BR201, considerado tolerante ao Al, utilizados por CAMBRAIA ¢ CAMBRAIA (1995)
(Dados nao publicados).

Devido os gen6tipos UFVM 100 e UFVM 200 estarem disponiveis no mercado,
estes foram escolhidos para os demais trabalhos, sendo considerado UFVM 100 mais

sensivel e 0 UFVM 200, um pouco mais tolerante ao Al.

3.3 Efeito de diferentes concentragdes de aluminio sobre o alongamento da raiz

principal em dois genotipos de milho

O alongamento da raiz principal decresceu com o incremento na concentragao de
Al nos dois genotipos (Figura 1). O decréscimo foi maior nas concentragdes de Al mais

baixas e, a medida que a concentragdo deste elemento foi se elevando, ele se tornou
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cada vez menor até se tornar insignificante entre 100 e 200 uM. Os resultados indicam
que concentracdes de Al acima de 100 uM nao resultam em incremento na reduciao do
alongamento da raiz principal, pelo menos no periodo de apenas 24 horas. As curvas
mostram, também, que a medida que se eleva a concentracdo de Al na solugdo de
cultivo as diferencas entre os dois genotipos desaparecem.

Diferencas entre cultivares, em termos de comprimento da raiz, foram
verificadas por CAMARGO e FELICIO (1984) avaliando as respostas de trés cultivares
de trigo e dois de triticale a concentragdes crescentes de Al. Estes autores observaram
que as diferengas quanto ao comprimento da raiz existentes em baixas concentracdes (5
mg/L) desapareceram em concentragdes mais elevadas de Al (10 mg/L), ap6s 72 horas
de tratamento.

As maiores diferencas entre os dois genotipos quanto a sensibilidade ao Al
ocorreu na concentragao de 25 uM de Al. O gendtipo UFVM 100 nesta concentracao de
Al apresentou redu¢do no alongamento da raiz principal de 66 % e o genotipo UFVM
200 de 46,6 % (Figura 1). O Al, em concentra¢des mais elevadas, causa severos danos a
estrutura ¢ a fungdo da membrana plasmatica e de outras membranas celulares, com
perda da compartimentalizagdo celular, fazendo com que as diferencas genotipicas
desaparegam como aconteceu com os dois gendtipos estudados (BARCELO et al.,
2002). Estes sdo eventos considerados tardios na inducdo de sindrome radicular de
toxidez induzida por Al e podem nd3o ser responsaveis pela rapida inibi¢do do
alongamento radicular verificada neste experimento. Investigacdes dos efeitos do Al no
alongamento radicular inicial de raizes sdo sugestivas de que o apice radicular € o sitio
primario de toxicidade e da inibicdo do alongamento radicular, (BENNET e
BREEN,1991; RYAN et al.,1993; KOCHIAN, 1995; DELHAIZE ¢ RYAN, 1995;
CRAWFORD e WILKENS, 1997) havendo, provavelmente, paralisacdo da atividade
mitotica (CLARKSON, 1969) e da divisao celular (MINOCHA et al., 1992).
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Figura 1. Efeito de concentragdes de Al sobre o alongamento da raiz principal de dois
genotipos de milho: UFVM 100 (-A-) e UFVM 200 (--m--), apds 24 horas de

tratamento.

Nos dois genotipos, o aluminio reduziu progressivamente o alongamento da raiz
principal, sendo que nas maiores concentragdes utilizadas de Al estas redugdes foram
mais elevadas, porém seguindo a mesma tendéncia para os dois genotipos. Outros
estudos mostram, ainda, que altas concentragdes de Al provocavam morte das células
meristematicas nas raizes, resultando em reducao do seu tamanho (SAPRA et al, 1982).

Avaliando a resposta de quatro cultivares de soja, a concentragdes crescente de
Al, MASCARENHAS et al. (1984) verificaram que, em concentragdes mais baixas e
utilizando concentragdes de aluminio de 0, 1, 2 ¢ 4 mg/L, durante sete dias, ocorreram
restri¢des no alongamento radicular das raizes primarias das plantulas de soja, € que nas
doses mais elevadas houve redugdo acentuada no desenvolvimento radicular em todos
os cultivares, de magnitude tal que, nestas concentra¢des de aluminio ndo foi possivel a
separagdo de cultivares tolerantes e susceptiveis.

ApOs 24 h de tratamento a percentagem de inibicdo no alongamento da raiz
principal aumentou com o incremento na concentracdo de Al (Figura 2). Observa-se

que nas concentragdes mais baixas a percentagem de inibigdo aumenta muito com
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pequenos incrementos na concentragao de Al e, a medida que a concentragdo deste
elemento na solucdo de cultivo vai aumentando, os incrementos na percentagem de
inibi¢do decrescem. Novamente, as diferengas entre gendtipos tendem a desaparecer em

concentragdes mais elevadas.

100

Y =0,301 - 0,561x +13,554x'>  R>=0,99
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Figura 2. Efeito de concentragdes de Al sobre a percentagem de inibi¢do do

alongamento da raiz de dois genétipos de milho: UFVM 100 (-A-) e UFVM

200 (--m--), ap0s tratamento por 24 horas.

3.4 Efeito do tempo de exposi¢do ao aluminio sobre o alongamento radicular de

genotipos de milho

O alongamento da raiz principal nos dois gendtipos, UFVM 100 e UFVM 200
aumentou, linearmente, em fun¢do do tempo de exposicao, independente do tratamento
com Al (Figura 3). Inibi¢des no alongamento da raiz principal foram evidentes desde o
inicio da aplicagdo do tratamento ¢ aumentaram, linearmente, em fun¢do do tempo de
exposicao ao Al, em todas as concentragdes testadas, nos dois genotipos.

Na auséncia de Al na solu¢ao de cultivo nao foram observadas diferencas entre os
gendtipos de milho, tendo o alongamento da raiz principal atingido valor médio de 25,8

mm, ap6s 24 h de tratamento.
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Os efeito inibitorios do Al, nas concentragdes mais elevadas de 50 e 100 puM,
foram mais intensos do que na concentragdo de 25 pM, mas nestas concentragcdes 0s
gendtipos ndo diferiram entre si, como pode ser visto pelos valores dos coeficientes
angulares.

Quando se compara o efeito do Al entre os genotipos, observa-se que ambos,
independentemente do tempo de exposicdo ao Al, apresentaram reducdo no
alongamento radicular, embora em proporcdes diferenciadas. Um fato a ser considerado
neste experimento foi a detec¢ao do efeito fitotoxico do Al desde o inicio da exposi¢ao
das plantulas a este elemento, o que demonstra a precocidade dos efeitos fitotoxicos do
Al sobre as etapas metabolicas que controlam o alongamento radicular. Conforme

demonstrado por varios autores (WALLACE et al., 1982; BENNET e BREEN, 1991;
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Figura 3. Efeito do tempo de tratamento com diferentes concentragdes de aluminio

sobre o alongamento da raiz dos gendtipos de milho: UFVM 100 (-A-) e

*

UFVM 200 (--m--). coeficiente angular de X significativo pelo teste t a 5%.
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RYAN et al., 1992 e RYAN), o alongamento radicular ¢ afetado rapidamente apos
exposicdo ao Al, ocorrendo, inclusive, na mesma hora de exposicdo a este elemento
(JONES e KOCHIAN, 1995; SIVAGURU et al., 1999; SILVA et al., 2000).

Como demonstrou DONCHEVA et al. (2005) em variedades de milho sensivel
(HS 16x36) e tolerante (Cateto) ao Al, quando elas foram tratadas com Al 50uM a
variedade HS 16x36 teve seu alongamento radicular afetado em apenas 45 min de
tratamento, enquanto nenhum efeito foi observado na variedade Cateto antes de 4 horas
de exposi¢do ao Al. Fica evidente, portanto, a existéncia de fortes diferencas entre
espécies e, at¢ mesmo entre genotipos, quando se varia ndo apenas a concentracao de Al

mas também o tempo de tratamento.

3.5 Teores de aluminio em folhas e raizes de plantas tratadas com este cation

Os teores de Al nas folhas do gendtipo UFVM 100 decresceram ligeiramente
com o incremento na concentracdo de Al na solugdo nutritiva até aproximadamente 100
uM; e, entdo, voltaram a crescer atingindo na concentragdo mais elevada de Al valor
aproximadamente igual ao das plantas controle (Figura 4). No gendtipo UFVM 200
observou-se continuo incremento nos teores de Al com o aumento na concentracao
deste elemento na solucdo nutritiva. Os teores de Al nas folhas do gen6tipo UFVM 200
foram sempre mais elevados do que no genoétipo UFVM 100.

Os teores de Al nas raizes dos dois genotipos aumentaram com a elevagdo da
concentragdo de Al na solucdo nutritiva (Figura 4). Ao contrario do observado nas
folhas, os teores de Al nas raizes do genotipo UFVM 100 foram sempre mais elevados
que o geno6tipo UFVM 200. Os teores de Al nas raizes foram em média 5,7 vezes mais
elevados que nas folhas.

Trabalhando com duas linhagens de milho (Zea mays L.), com tolerancia
diferencial ao Al, GIANNAKOULA et al. (2007), constataram também aumento nos
teores de Al em folhas e raizes com a exposicdo das plantas a concentragdes de Al no
meio de cultivo. Apds sete dias de exposi¢do ao Al na concentracdo de 480 uM,
encontraram teores de Al nas raizes cerca de 45 vezes maior na linhagem tolerante e de
65 vezes maior na sensivel, em relagdo ao controle. O acumulo de Al nas raizes dessas
linhagens foi muito mais elevado que o observado neste experimento, demonstrando

que o acumulo de Al nas plantas, especialmente nas raizes, depende ndo apenas da
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concentracdo do Al na solucdo de cultivo, mas também do tempo de exposicdo a este

elemento.

y =-0,0073x? +3,0051x + 156,04 (-A-)
R2=0,96
500
—_ y =-0,0034x> + 1,9798x + 129,37 (--m--)
g R2=0,86 .
Raizes
= 400 - m
~ .-
(@))
=
o
= 300
I= y=-0,0013x% +0,5146x + 34,154 (--m--)
= R?=0,80
<< 200 - ‘.
3 y =0,0028x? - 0,5236x + 45,8662 (-A-)
-
s 1004
o
|_ I

0 I T T T T
0 50 100 150 200
Concentracéo de Al (uM)

Figura 4. Teores de Al em raizes e folhas de dois gen6tipos milho: UFVM 100 (-A-) e
UFVM 200 (--m--), submetidos a diferentes concentracdoes de Al, apos

tratamento por 24 horas.

A maior capacidade das raizes acumularem Al deve-se, provavelmente, a forte
interagdo deste cation trivalente com varias estruturas no sistema radicular (CLARK,
1977; FOY et al., 1978; ROY, 1988; TAYLOR, 1991), principalmente no apoplasto
(LEMOS FILHO et al., 1983; KOCHIAN, 1995), rico em cargas negativas. Em muitos
casos, a imobiliza¢do do Al na planta tem sido relacionada a sua precipitacdo na forma
de compostos insoliveis, como por exemplo, na forma de fosfato (KOCHIAN, 1995).
Este ndo foi o caso do presente experimento em que o tratamento com o Al foi feito
numa solugdo contendo exclusivamente CaCl,. Este fato, entretanto, pode ser parte da
explicacao também do porque as linhagens de milho utilizadas por GIANNAKOULA et

al. (2007) acumularam mais Al.
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3.6 Efeito do aluminio sobre a atividade da desidrogenase do malato

No genotipo UFVM 200, o tratamento com Al 25 uM resultou em aumento de
42% na atividade da MDH nas folhas, enquanto nas raizes a atividade da enzima ndo se
modificou com o tratamento. A atividade da MDH nas raizes deste genotipo foi cerca de
3,4 vezes maior do que nas folhas. Ja o genotipo UFVM 100 nao apresentou diferengas

na atividade da MDH em ambas as partes analisadas (Quadro 2).

Quadro 2. Atividade da desidrogenase do malato em dois genotipos de milho, apos 24

horas de tratamento com Al.

) Al Atividade da desidrogenase do malato
Cultivares
Folhas Raizes

UM (umol min™ mg™ proteina)
UFVM 100 0 56,4 Aa 192,9 Aa'

25 55,8 Aa 193,8 Aa
UFVM 200 0 46,6 Ba 202,1 Aa

25 66,5 Aa 190,3 Aa

'Médias seguidas pela mesma letra maitscula entre tratamentos para cada cultivar e pela
mesma letra mintscula entre cultivares, ndo diferem significativamente entre si, pelo
teste de Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Em cultivares de sorgo com tolerancia diferencial ao Al, a atividade da MDH
sofreu redugdo nas folhas, enquanto nas raizes aumentou no cultivar sensivel e diminuiu
no cultivar tolerante (GONCALVES et al, 2005). Em arroz, por outro lado, a presenga
do Al no meio de cultivo ndo modificou a atividade da MDH em nenhuma das partes
dos dois gendtipos analisados. Contudo, o cultivar tolerante teve maior atividade de
MDH que o cultivar sensivel, com os maiores valores observados nas raizes (ALVES,
2005).

LI et al. (2000) realizando trabalhos com arroz e trigo obtiveram resultados
semelhantes a ALVES (2005), ndo tendo encontrado nas espécies estudadas efeito
significativo do Al na atividade da MDH entre o cultivar sensivel e o tolerante, e entre

plantas tratadas ou ndo com 50 uM de Al por um periodo de 12h.
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Os efeitos do Al sobre a atividade desta e de outras enzimas relacionadas ao
metabolismo de 4cidos organicos sdo varidveis com a espécie estudada e, talvez, outros
fatores como, por exemplo, a concentragdo e o tempo de duracdo do tratamento com Al.
Contudo, conforme se obteve aqui, um incremento na atividade desta enzima ¢ esperado
no genotipo tolerante, conferindo, produ¢ao de malato, que por meio de translocacao
pelo floema pode atingir as raizes e aumentar a exsudagdo para a solugdo de cultivo, se

¢ que ele utiliza o mecanismo de exsudacdo de dcido malico para esta solugao.

3.7  Efeito do aluminio sobre a exsudacao de acido malico

A concentragdo de acido malico exsudado para a solu¢do de cultivo aumentou,
tanto para o genétipo sensivel quanto para o tolerante, em resposta a exposi¢do das
plantulas a doses crescentes de Al, por 24 h (Figura 5).

Na auséncia de Al, o genotipo tolerante (UFVM 200) apresentou maior
exsudagdo de acido malico do que o genoétipo sensivel (UFVM 100). O tratamento com
Al aumentou a exsudagdo nos dois gendtipos. Nas concentragdes de Al de até 50 uM, os
incrementos na exsudacdo tiveram, praticamente, a mesma magnitude nos dois
genotipos. A partir de 50 uM, as taxas de incremento na exsudacdo decresceram nos

dois gendtipos, mas com maior magnitude no gendtipo UFVM 200. A exsudacdo de

15
y= -0,000202x2 +0,053787x + 6,867983

R*=0.85
12 +

Acido malico (umol/L)
O

y =-0,000123%" + 0,048494x + 4,001751
R>=0,97

0 I T T T T

0 50 100 150 200
Concentracbes de Al (uM)

Figura 5. Efeito de concentragdes de aluminio sobre a exsudagdo de acido malico em
dois genoétipos de milho: UFVM 100 (-A-) e UFVM 200 (--m--) ap6s 24 h de

tratamento.
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acido malico pelo gendtipo UFVM 200, contudo, foi sempre maior do que no genotipo
UFVM 100. A exsudacao maxima de acido malico ocorreu nas concentragdes de 133 e
197 uM de Al, para os genotipos UFVM 200 e UFVM 100, respectivamente.

Alguns trabalhos realizados com milho e outros cereais relatam respostas
diferentes das obtidas no presente trabalho. PELLET et al (1996), trabalhando com dois
cultivares (Atlas 66 resistente ao Al e Scout 66 sensivel) e duas linhagens (ET3
resistente ao Al e ES3 sensivel) de trigo, observaram que os genotipos resistentes
apresentaram incremento na exsudacdo de acido malico proporcional as concentragdes
de Al, de 5 e 20 uM, apds 7 dias de tratamento, e até 11 vezes maior do que a dos
gendtipos sensiveis ao Al. ALVES (2005) trabalhando com dois cultivares de arroz
(Fernandes - tolerante e Maravilha — sensivel ao Al), tratados com Al 1 mM, por
periodo de sete dias, também observou incremento na exsudacao de acido malico de 2 a
3 vezes maior no cultivar tolerante.

Diversos trabalhos relatam que o Al induz a exsudacao de acido malico, mas que
nem sempre este € um parametro para diferenciagdo de cultivares quanto a tolerancia ao
Al Isto foi observado por PELLET et al. (1995) em cultivares de milho, SA 3 e
Tuxpeno, tolerante e sensivel ao Al, respectivamente, expostos a 10 ¢ 20 uM de Al
ativo por 20 horas, em que ndo houve diferenca entre os cultivares quanto a exsudagdo
de acido malico.

Apesar do genotipo UFVM 200, considerado mais tolerante ao Al, ter sempre
exsudado mais 4acido malico do que o genotipo UFVM 100 a concentragao deste acido
na solu¢d@o nutritiva foi cerca de 19 vezes menor do que em trigo (DELHAIZE et al.,
1993) e, portanto, ¢ pouco provavel que constitua o mecanismo basico de tolerancia ao
Al destes genotipos de milho. Por outro lado, o aumento na atividade da enzima
desidrogenase do malato, constatado apenas nas folhas do genoétipo tolerante (Quadro
2), ¢ sugestivo de estar ocorrendo maior producao e acimulo de 4cido malico nas folhas
deste genotipo, conferindo-lhe maior tolerancia interna, conforme sugerido por
GONCALVES et al. (2005) para cultivares de sorgo. Esta hipotese, contudo, precisa ser
confirmada determinando se ocorre o acimulo de 4cido malico nos tecidos foliares do

genotipo UFVM 200.
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4. RESUMOS E CONCLUSOES

Neste trabalho foram avaliados os efeitos do Al sobre o alongamento radicular, a
concentragdo de Al nos tecidos e a exsudacdo de acido malico, em genotipos de milho
desenvolvidos pelo Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa,
Vigosa, MG. Os genotipos de milho com base na % de inibi¢do do alongamento
radicular da raiz principal foram classificados em duas categorias: a) mais sensiveis ao
Al (= 68% de inibi¢dao): UFVM 8 e UFVM 100; e b) mais tolerantes ao Al (< 64%):
UFVM 6, UFVM 7, UFVM 9 e UFVM 200. Os gendtipos UFVM 100 e UFVM 200
foram selecionados como representantes dos gendtipos mais sensiveis e tolerantes,
respectivamente, para os demais experimentos.

A reducdo no alongamento da raiz principal aumentou com a elevagdo da
concentracdo de Al na solu¢ao nutritiva. O gendtipo UFVM 200 mostrou-se mais
tolerante que o genotipo UFVM 100 em todas as concentragdo de Al, tendo as maiores
diferencas entre os dois genotipos sido observadas entre 25 ¢ 50 pM. O alongamento da
raiz principal aumentou linearmente com o tempo de exposi¢do ao Al nos dois
genotipos. Na concentracdao de 25 uM o gendtipo UFVM 200 foi mais tolerante ao Al
ao longo de todo o periodo experimental estudado.

Os teores de Al nas folhas foram sempre baixas em comparagdo aos teores nas
raizes, mas o genotipo UFVM 200 apresentou teores mais elevados que o genotipo
UFVM 100. Nas raizes, os teores de Al aumentaram com a elevag¢ao na concentragao de
Al na solugdo de cultivo e foram sempre mais elevados no gen6tipo UFVM 100.

A atividade da enzima desidrogenase malato (MDH) s6 foi modificada pelo
tratamento com Al nas folhas do gendtipo tolerante.

A concentragdo de acido malico exsudado para a solugdo de cultivo aumentou
com a elevacdo da concentracdo de Al na solugdo nutritiva nos dois genotipos e foi
sempre mais elevada no gendtipo UFVM 200. As diferencas de exsudagdo entre os
genotipos, entretanto, tenderam a desaparecer com a elevacdo da concentragdo de Al na

solu¢ao nutritiva.
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Quadro 1 — Analise de varidncia sumarizada do efeito do aluminio sobre o
comprimento da raiz principal, em seis genotipos de milho.

Fonte de Quadrado Médio F
. . GL
Variacao ; p
Raizes Raizes
Niveis de Al 1 19,59667 816,74"
Genotipos 5 0,2867953 11,95
Al*Gen6tipos 5 0,1723657 7,18
Residuo 22 0,02399391
CV (%) 10,068

"Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade

Quadro 2 — Analise de variancia sumarizada do efeito do aluminio sobre percentagem
de inibi¢do do alongamento radicular em seis gendtipos de milho.

Fonte de Quadrado Médio F
Variagdo GL
Raizes Raizes
Genotipos 5 60,78347 4,51
Residuo 10 22,43416 1,67
CV (%) 5,7066

"Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade

Quadro 3 — Analise de variancia sumarizada do efeito de concentragdes crescentes de
Al sobre o comprimento da raiz principal de dois gendtipos de milho
submetidos ao tratamento por 24 horas.

Fonte de Quadrado Médio F
L GL
Variacao ; p
Raizes Raizes
Niveis de Al 4 2,991718 177,96
Genotipos 1 0,8816327 52,44"
Al*Gen6tipos 4 0,1187245 7,06"
Residuo 18 0,01681104
CV (%) 12,966

"Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade

Quadro 4 — Analise de variancia sumarizada do efeito de concentragdes crescentes de
Al sobre a percentagem de inibicdo da maior raiz de dois genoétipos de
milho submetidos ao tratamento por 24 horas.

Fonte de Quadrado Médio F
Variagdo GL
Raizes Raizes
Niveis de Al 4 6628,996 1501,51
Genotipos 1 375,5463 85,06"
Al*Genotipos 1 219,3268 49,68°
Residuo 18 4,414872
CV (%) 3,9759

"Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade
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Quadro 5 — Analise de varidncia sumarizada do efeito do aluminio sobre o
comprimento da raiz principal do genétipo de milho UFVM 100 e UFVM
200 submetido ao tratamento com 0 uM de Al por 24 horas.

Fonte de Quadrado Médio F
Variscio  OL UFVM 100 UFVM 200 UFVM 100 UFVM 200
¢ OuM Al OuM Al OuM Al OuM Al
Tempo 4 3,049047 2,590432 156,864 244,464
Residuo 8 0,01943750 0,01059635
CV (%) 11,161 8,836

"Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade

Quadro 6 — Analise de varidncia sumarizada do efeito do aluminio sobre o
comprimento da raiz principal do genotipo de milho UFVM 100 e
UFVM 200 submetido ao tratamento com 25uM de Al por 24 horas.

Fonte de Quadrado Médio F
Variagdo GL UFVM 100 UFVM 200 UFVM 100 UFVM 200
25uM Al 25uM Al 25uM Al 25uM Al
Tempo 4 0,2856927 0,7421354 483,286 571,102
Residuo 8 0,0005911458  0,001299479
CV (%) 5,057 5,243

"Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade

Quadro 7 — Analise de varidncia sumarizada do efeito do aluminio sobre o
comprimento da raiz principal do genétipo de milho UFVM 100 e UFVM
200 submetido ao tratamento com 50uM de Al por 24 horas.

Fonte de Quadrado Médio F
Variaczo  OL UFVM 100 UFVM 200 UFVM 100 UFVM 200
¢ 50uM Al 50uM Al 50uM Al 50uM Al
Tempo 4 0,3570677 0,2909010 573,699 371,116
Residuo 8 0,0006223958  0,0007838542
CV (%) 5,126 6,436

"Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade

Quadro 8 — Analise de varidncia sumarizada do efeito do aluminio sobre o
comprimento da raiz principal do genotipo de milho UFVM 100 e UFVM
200 submetido ao tratamento com 100uM de Al por 24 horas.

Fonte de Quadrado Médio F
Variacio GL UFVM 100 UFVM 200 UFVM 100 UFVM 200
100uM Al 100uM Al 100uM Al 100pM Al
Tempo 0,3862500 0,2764427 2247273 933,416
Residuo 0,0001718750  0,0002942708
CV (%) 2,784 4,005

"Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade

37



Quadro 9 — Analise de variancia sumarizada do efeito do aluminio sobre teores deste
cation em folhas e raizes de dois gendtipos de milho apds vinte e quatro
horas de tratamento em doses crescentes de Al.

Fonte de GL Quadrado Médio F
Variagao Folhas Raizes Folhas Raizes
Niveis de Al 4 1423,082 75918,78 21,29° 25,45
Genotipos 1 3759,070 28675,21 56,23" 9,61°
Al*Genbtipos 4 847,5740 6928,405 12,68 2,32M8
Residuo 18 66,85101 2982638
CV (%) 17,094 20,040

"Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade
NSNi#o —Significativo

Quadro 10 — Analise de variancia sumarizada do efeito do Al sobre a atividade da
desidrogenase do malato em dois gendtipos de milho apos 24 horas de

cultivo.
Fonte de GL Quadrado Médio F
Variacao Folhas Raizes Folhas Raizes
Niveis de Al 1 89.03273 279.3259 0117 3.60™
Genotipos 1 24.44062 0.6188354 0.03" 0.01°
Al*Gendtipos 1 122.3141 317.8397 0.15" 410
Residuo 6 820.0373 77.60137
CV (%) 14,704 15,638

"Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade
NSNao —Significativo

Quadro 11 — Analise de variancia sumarizada do efeito do Al sobre o teor de 4acido
malico em dois genotipos de milho apoés 24 horas de cultivo.

Fon't © (}e GL Quadrado Médio F
Variagado
Niveis de Al 4 15,99268 21,017
Genotipos 1 43,43525 57,06"
Al*Genotipos 4 1,389892 1,838
Residuo 18 0,7612698
CV (%) 11,584

"Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade
NSNio —Significativo
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