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1. Introdução

Os mecanismos de tolerância ao AI ainda não são conhecidos perfeitamente em nenhuma

espécie vegetal. Há grande interesse em se conhecer estes mecanismos especialmente numa espécie

como arroz, tida como uma das mais tolerantes, dentre as culturas de importância econômica. Um dos

principais mecanismos apontados para a tolerância das plantas ao AI está associado à palticipação de

ácidos orgânicos (KOCHIA et a!., 2004). Uma das hipótese admite a produção e a exsudação, via

canais de ânions, de certos ácidos orgânicos para a solução de cultivo onde complexariam o AI. Este

mecanismo, denominado de "exclusão" tem sido o preferido por vários autores (DELHAIZE et aI.,

1993; RYAN et a!., 2001), para explicar os resultados observados em várias espécies. CAMBRAIA et

a!. (1983), GONÇALVES et aI. (2005) e outros, têm sustentado, entretanto, que isto pode não ser

verdade para algumas espécies. Eles propõem que, pelo menos parte da tolerância, possa estar

relacionada com o acúmulo dos ácidos orgânicos nos tecidos vegetais, onde complexariam o AI,

reduzindo seus efeitos sobre o citoplasma. Este mecanismo, referido como mecanismo de "tolerância

interna", tem sido utilizado para explicar a tolerância ao AI em sorgo (CAMBRAIA et aI., 1983,

GONÇALVES et ai., 2005), em hortênsia (MA et aI., 1997) e em trigo-mouro (MA et ai. 1998).

MACÊDO et aI. (2001), trabalhando com dois cultivares tolerantes (IRA112 e JR6023) e dois

sensíveis (Aiwu e IKP) de arroz, relatam não terem encontrado efeito do AI sobre a exsudação de

citrato e apenas ligeiro estímulo na exsudação de malato e que as concentrações de ácido málico nos

ápices radiculares não apresentaram qualquer relação com a tolerância ao AI.

Considerando que isto poderia não ser verdade para todos os cultivares de arroz e sob outras

condições experimentais, resolveu-se desenvolver esta pesquisa com dois outros cultivares de arroz

com tolerância diferencial ao AI. Este trabalho teve, pois, como objetivo avaliar o efeito do AI sobre

os teores de ácidos orgânicos e as atividades de enzimas relacionadas com o metabolismo do ácido

cítrico e ácido málico no cultivares Fernandes (tolerante) e Maravilha (sensível).

2. Material e métodos

No experimento foram utilizados dois cultivares de arroz (Oryza saliva L.): Fernande (C A-

1158) e Maravilha (CNA-6843-1), considerados tolerante e sensível ao AI. As sementes foram tratadas

com H2S04 cone. por 1 min, lavadas, tratadas com hipoclorito de sódio 2% (v/v) por 15 min e,
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finalmente, lavadas em água corrente e desmineralizada. Elas foram, então, colocadas para germinar

em cattuchos de papel "germitest", pH neutro, mergulhados em solução nutritiva de Clark (CLARK,

1975), pH 4,0, com um terço da força iônica original. Onze dias após a semeadura, as plântulas foram

selecionadas quanto à uniformidade de tamanho e forma e transplantadas para recipientes de 1,6 L

contendo solução nutritiva de Clark (CLARK, 1975), pH 4,0, com AI O e 1,0 mM aplicado na forma

de AlCb. 6H20,

Decorridos quatorze dias, o experimento foi encerrado, as plantas foram removidas, lavadas

em água corrente e em água desmineralizada e retiradas amostras para a determinação dos teores de

ácidos orgânicos e da atividade enzimática. A fração de ácidos orgânicos foi separada passando-se os

extratos vegetais através de colunas trocadora de cátions e trocadora de ânions, sucessivamente. O

eluato final foi evaporado, retomado em etanol absoluto, os ácidos orgânicos transformados em

derivados trimetilsililados e, então, quantificados por cromatografia gasosa (JHAM et aI., 2002). Para

a determinação das atividades das duas enzimas foram preparados extratos enzimáticos brutos

conforme descrito por HA YES & MA (2003). A atividade da desidrogenase do malato (EC 1.1.1.37)

foi determinada pelo decréscimo na concentração de NADH a 340 nm, a 25°C e a da sintase do citrato

(EC 2.3.3.1) pelo decréscimo na concentração de acetil-Coa, medido por sua reação com o ácido 5,5'-

ditio-bis-nitrobenzóico (DTNB), a 412 nm, a 25°C (HAYES & MA, 2003).

3. Resultados e discussão

Vários ácidos orgânicos foram detectados nos tecidos vegetais dos dois cultivares de arroz.

Alguns dos considerados mais importantes no que concerne ao mecanismo de tolerância são

apresentados no Quadro 1. Os teores do ácido t-aconítico ao contrário do observado em sorgo

(CAMBRAIA et aI., 1983) foram excepcionalmente baixos em arroz e aumentaram apenas no sistema

radicular do cultivar Fernandes. No Maravilha o teor deste ácido no sistema radicular até mesmo

reduziu.

Os teores de ácido málico aumentaram nas duas partes das plantas do cultivar Fernandes,

permanecendo inalterados no cultivar Maravi lha (Quadro 1). O cultivar Maravi lha, contudo

apresentou sempre teores mais elevados de ácido málico do que o cultivar Fernandes, tanto na

presença quanto na ausência de AI na solução de cultivo. o cultivar Fernandes, apesar da elevação

nos teores de ácido málico, induzidas pelo AI, o valor absoluto do teor deste ácido permaneceu ainda

muito baixo, provavelmente, insuficiente para eliminar porção significativa da toxidez de AI, pelo

menos em arroz e sob as condições experimentais aqui utilizadas. Em sorgo, o ácido málico foi

apontado como o mais importante ácido orgânico associado com a tolerância interna ao AI

(GONÇALVES et aI., 2005). Em cultivares de arroz, diferentes dos utilizados neste experimento,

entretanto, o ácido málico não foi considerado importante no mecanismo de tolerância ao AI

(MACÊDO et aI., 2001). Isto, contudo, não descarta a possibilidade do ácido málico participar do



mecanismo de tolerância ao AI baseado na sua exsudação para a solução de cultivo, conforme se

sugere para trigo (DELHAIZE et aI., 1993) e triticale (ZHANG, et aI., 2003).

Os teores de ácido cítrico foram os mais elevados e os que sofreram as maiores aumentos

absolutos nos tecidos vegetais das plantas tratadas com AI (Quadro 1). Os teores deste ácido

aumentaram de cerca de 8 e 21 vezes atingindo teores de 13,3 e de 71 ,2 ~Lg!gde MF nas raizes e na

parte aérea do cultivar Fernandes, respectivamente, permanecendo constante nas duas partes das

plantas do cultivar Maravilha. Os resultados sugerem importante contribuição do ácido cítrico na

tolerância interna do cultivar Fernandes ao AI. Além de sua considerável capacidade de complexar AI,

o complexo citrato-AI poderia ser armazenado nos vacúolos reduzindo a atividade do AI no citoplasma

(KOCI-lIAN et aI., 2004).

Quadro 1 - Efeito do alumínio sobre os teores de alguns ácidos orgânicos nas raizes e parte aérea de

dois cultivares de arroz.

Teores de ácidos orgânicos ÜLgg-IMF)

Ácidos orgânicos AI
(mM) Sistema radicular Parte aérea

t-acon ítico

Fernandes Maravilha Fernandes Maravilha

O 0,03 Bb 0,58 Aa 0,09 Aa 0,10 Aa

1 0,10 Aa 0,05 Ab 0,04 Aa 0,09 Aa

O 0,21 Bb 1,39 Aa 0,00 Bb 5,13 Aa

1 0,53 Ba 1,48 Aa 0,59 Ba 5,31 Aa

Málico

Cítrico O 1,64 Ab 1,07 Aa 3,398b 5,27 Aa

1 13,34Aa ],54Ba 71,20Aa 4,968a

IMédias seguidas pela mesma letra minúscula entre tratamentos para cada cultivar e pela mesma
letra maiúscula entre cultivares para o mesmo tratamento, não diferem significativamente entre si,
pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.

A atividade da desidrogenase do malato (MDH) não sofreu qualquer modificação nas duas

partes das plantas dos dois cultivares quando tratados com AI (Quadro 2). O cultivar Fernandes,

entretanto, independente de tratamento com AI e da parte da planta analisada, apresentou maior

atividade desta enzima. Em triticale, HA YES & MA (2003), também, não observaram efeito do AI na

atividade da MDH, descartando a indução desta enzima relacionada com a biossintese de ácido málico

como componente do mecanismo de tolerância ao A!.

A atividade da enzima sintase do citrato (CS), contudo, aumentou no cultivar Fernandes, tanto

nas raízes (126%) como na parte aérea (57%) (Quadro 2). No cultivar Maravilha, isto não aconteceu; a

enzima teve sua atividade reduzida em 24% nas raizes, não se alterando na parte aérea (Quadro 2). A

atividade da CS foi sempre muito maior nas raizes do que na parte aérea, independente do tratamentó



aplicado, nos dois cultivares. O cultivar Maravilha apresentou maior atividade da CS apenas na raizes

das plantas controle. Nas plantas tratadas com AI, a atividade desta enzima no cultivar Fernandes foi

2,4 vezes mais alta que no cultivar Maravilha. As respostas desta enzima se cOlTelacionam com os

aumentos nos teores de ácido cítrico induzidos por AI. LI et aI. (2000), também, encontraram

correlação entre níveis de AI, aumento da atividade da CS e aumento nas concentrações de ácido

cítrico, em centeio. Tudo indica, portanto, que o AI ao induzir a biossíntese desta enzima, desencadeia

a biossíntese de ácido cítrico essencial para a tolerância ao AI em arroz, pelo menos, para o cultivar

Fernandes.

Quadro 2. Efeito do alumínio sobre as atividade de duas enzimas do metabolismo de ácidos orgânicos

em dois cultivares de arroz.

Cultivares AI Atividade Enzimática Ül.Inol h-I mg-I de proteína)
(mM) Raizes Parte aérea

Desidrogenase do malato

O 144,5 Aa' 63,2 Aa
1 145,2 Aa 64,4 Aa

O ] 16,9 Ba 48,2 Ba
1 120,2 Ba 46,5 Ba

Sintase do citrato

Ü 1,9üBb' 0,07 Ab
1 4,29 Aa 0,11 Aa

Fernandes

Maravilha

Fernandes

° 2,37 Aa 0,07 Aa

1 1,79 Bb 0,06 Ba
IMédias seguidas pela mesma letra minÚscula entre tratamentos para cada cultivar e pela mesma letra

maiúscula entre cultivares para o mesmo tratamento, não diferem significativamente entre si, pelo
teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.

Maravilha

4. Conclusões

O tratamento com AI resultou em aumento nos teores de ácidos orgânicos nas duas partes das

plantas do cultivar Fernandes. Dentre os ácidos orgânicos produzidos, o ácido cítrico foi aquele que

atingiu os maiores teores, principalmente na parte aérea do cultivar Fernandes. O AI, também,

aumentou neste cultivar a atividade da enzima sintase do citrato, envolvida na biossÍntese do ácido

cítrico e, portanto, tudo indica que o cultivar Fernandes utiliza este ácido orgânico para tolerar níveis

elevados de AI em suas células.
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