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(Oryza sativa L.), SUBMETIDOS A NIVEIS TOXICOS DE ALUMINIO

Alves, R. M. M. (1'); Cambraia, J. (2); Cano, M. A. O. (2); Oliveira, J. A. de (3).

INTRODUCAO

Um dos principais mecanismos de tolerancia ao Al, manifestado por varias espécies vegetais,
baseia-se na capacidade que as plantas teriam de sintetizar e exsudar para o meio de cultivo certos
acidos orgnicos (KOCHIAN et al., 2004). Estes acidos orgénicos seriam capazes de complexar a
forma monomérica e mais toxica do Al, diminuindo sua fitotoxicidade. A indugdo a exsudacdo parece
ser especificamente regulada pelo Al e o sitio de sua secregiio parece ser a zona distal de transicdo
(KOLLMEIER et al., 2001).

A exsudagdo de 4cidos organicos para o meio nutritivo pode se dar basicamente de dois
modos. Quando ocorre imediatamente apds a exposi¢do das plantas ao Al é chamada exsudacdo
“Padrio I, que, segundo alguns autores, requer apenas a ativagdo de canais anidnicos preexistentes na
membrana plasmatica (LI et al., 2000; MA, 2000; MA et al., 2001). Quando a exsudagio do acido
organico ocorre algum tempo depois, as vezes até algumas horas apds a exposicdo das plantas ao Al,
admite-se que estd havendo sintese de novo de proteinas, provavelmente, envolvidas no metabolismo
ou no transporte dos é&cidos orgénicos (LI et al., 2000; MA, 2000). Este padrio de exsudacdo, ¢

chamado “Padrao II”.

MATERIAL E METODOS

No experimento foram utilizados dois cultivares de arroz (Oryza sativa L.): Fernandes (CNA-
1158) e Maravilha (CNA-6843-1), considerados tolerante e sensivel ao Al (FAGERIA et al.. 1988),
respectivamente, fornecidos pela Embrapa / Arroz e Feijao, em Goiania, GO.

As sementes, selecionadas, quanto ao tamanho e forma, foram escarificadas quimicamente
com H,SO; concentrado por 1 min e, em seguida, lavadas em dgua corrente e agua desmineralizada.
As sementes foram, entdo, tratadas com hipoclorito de sodio 2% (v/v) por 15 minutos, para
esterilizagdo superficial, seguindo-se novamente lavagem em 4gua corrente e desmineralizada. Elas
foram, entdo colocadas para germinar em cartuchos de papel “germitest”, pH neutro, mergulhados em
solugio nutritiva de Clark (CLARK, 1975), pH 4,0, com um tergo da forga i6nica original, conforme
descrito por PEIXOTO et al. (2001).
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Onze dias apds a semeadura, as plantulas foram selecionadas quanto a uniformidade de
tamanho e forma e transplantadas em numero de cingiienta para recipientes de 1,0 L, contendo solugao
nutritiva de Clark (CLARK, 1975), pH 4,0, onde receberam os tratamentos com Al 0 e 1,0 mM,
aplicados na forma de AICl;. 6H,0, durante um periodo de sete dias. Apds um, trés, cinco e sete dias
de cultivo, antes do ajuste do pH e apds homogeneizagdo das solugdes de cultivo por alguns segundos,
foram retiradas amostras de 5 mL e os teores de acidos malico e citrico determinados enzimaticamente
em aliquotas de 0,45 mL, pela técnica descrita por DELHAIZE et al. (1993).

No caso do 4cido citrico, em fung@o de interferéncia de componentes da solugdo nutritiva,
constatada em ensaios preliminares, as aliquotas coletadas da solug¢do de cultivo (24h; 3d; 5d e 7d),
foram previamente purificadas por cromatografia de troca-iénica, conforme descrito por CAMBRAIA
et al. (1983). Apds esta purificagdo e secagem, o residuo sélido obtido foi retomado em 3 mL de agua
desmineralizada e o teor de acido citrico determinado pela técnica enzimatica descrita por DELHAIZE
et al. (1993).

Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial (2 x 2) constituidos dos seguintes fatores:
dois cultivares (Fernandes e Maravilha), dois niveis de Al (0 e 1 mM), com 3 repetigdes, no

delineamento inteiramente casualizado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A exsudagdo dos acidos madlico e citrico aumentou com o tempo de tratamento das plantas,
tanto na auséncia quanto na presen¢a de Al no meio de cultivo (Figuras 1 e 2).

Na auséncia de Al, o incremento médio didrio na concentragdo de acido malico exsudado pelo
cultivar Fernandes, foi similar nos dois cultivares de arroz (Figura 1). Ao longo do periodo
experimental, contudo, o cultivar Maravilha manteve concentragdes de acido malico ligeiramente mais
elevadas do que o Fernandes.

Na presenga de Al, o incremento médio didrio na concentragdo de acido malico na solugio
nutritiva, também, nao foi muito diferente nos dois cultivares (Figura 1). Ao longo do periodo
experimental, entretanto, o cultivar Fernandes exsudou para o maior de cultivo e manteve uma
concentragdo de acido mélico de 2 a 3 vezes mais elevada do que o Maravilha. Esta forte exsudagdo
ocorreu no periodo de vinte ¢ quatro horas. A partir deste tempo, a exsudacdo se manteve mas numa
taxa muito menor. No cultivar Maravilha nada disso aconteceu, mantendo-se a taxa de exsudagdo
baixa e continua até o final do ensaio.

A exsudagio de acido malico observada neste experimento foi similar & relatada por vérios
autores (KOLLMEIER et al., 2001; PINEROS e KOCHIAN, 2001; OSAWA e MATSUMOTO (2001)
e ZHANG et al. (2001)), em trigo e em milho e é consistente com o Padrdo I de exsudacdo (LI et al.

2000; MA, 2000), que ndo requer a biossintese prévia de proteinas para seu inicio de operagio.



Ainda, com respeito ao 4cido mélico, os dois cultivares apresentaram diferentes respostas
frente ao Al. O cultivar Fernandes, na presenca de Al, apresentou exsudag¢do média 2,6 vezes maior,

enquanto o cultivar Maravilha 6,5 % menor do que os respectivos controles na auséncia de Al
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Figura 1. Concentragdo de acido malico na solugdo nutritiva, em fun¢do do tempo, na presenga ou
auséncia do Al, em dois cultivares de arroz.
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Figura 2 — Concentragio de 4cido citrico na solugdo nutritiva, em fungdo do tempo, na presenca ou
auséncia do Al, em dois cultivares de arroz.

Na auséncia de Al, observou-se, no cultivar Fernandes, aumento continuo na exsudacdo de
acido citrico no periodo de 1 a 7 dias (Figura 2). Na preseng¢a do Al, ndo se observou incremento
significativo na exsudagdo do 4cido citrico até o terceiro dia. A partir dai, a exsudagdo aumentou
abruptamente, atingindo no ltimo dia uma concentragdo cerca 6 vezes maior que o controle. Este tipo
de resposta caracteriza o chamado Padro II. Este padrao de exsudagdo foi observado em centeio (LI
et al., 2000), triticale (HAYES e MA, 2003; MA e FURUKAWA, 2003) e requer maior periodo de
lempo entre a exposigdo das plantas ao Al e a ocorréncia efetiva da exsudagdo do acido. Este maior
tempo requerido pelas espécies que desenvolvem o padrao II de exsudagio, é necessario para que haja
a ativagdo da maquinaria para a sintese de novo de proteinas envolvidas no transporte e/ou no
metabolismo dos acidos organicos (LT et al., 2000; MA, 2000).

No caso do cultivar Maravilha, ndo se observou modificagdo significativa na exsudagio de
acido citrico, nem com o tempo de tratamento e nem com a presenca de Al.

Aparentemente, pois, no cultivar tolerante de arroz (Fernandes) prevalece uma combinagio de
padrdes de exsudagao, que propicia sua maior tolerancia frente a niveis toxicos de Al. O acido malico
parece exercer um papel na exclusio do Al no inicio da exposi¢do, para em seguida entrar em agdo o
acido citrico, mais efetivo na complexagio do Al, impedindo a agdo fitotdxica deste cation por mais

tempo (KOCHIAN et al., 2004).



CONCLUSOES

Neste trabalho foi estudada a exsudagdo de acidos orgénicos para a solugdo de cultivo por
cultivares de arroz, com tolerancia diferencial ao Al. Os dois cultivares exsudaram acido citrico e
malico para a solugdo de cultivo. O cultivar Fernandes (tolerante) na presenga de Al manteve sempre
uma concentragdo de dcidos organicos superior ao cultivar Maravilha (sensivel). No inicio, a
exsudagdo foi basicamente de 4cido malico, segundo modelo caracteristico do chamado “Padrio | de
exsudagdo” e, apos trés dias, principalmente, de 4cido citrico (“Padrio Il de exsudagio™).

A exsudagio destes dois acidos, provavelmente ao lado de outros mecanismos, parece ser

componente importante da elevada tolerancia ao Al apresentada por arroz.
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