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Por mais de 70 anos a toxidez causada pelo Al tem sido reconhecida como um dos fatores 
mais limitantes ao cultivo em solos ácidos.  O Al inibe a absorção de N, P, Ca, Mg, K+ e S e  
induz a formação de calose e a excreção de ácidos orgânicos (Rengel 1996). A lesão primária 
causada pelo Al deve estar envolvida com a absorção desse íon através da membrana 
plasmática  ou a percepção de seu sinal através do apoplasto seguido da transdução desse 
sinal para os elementos responsivos dentro da célula. Existe, entretanto, considerável debate 
sobre a exata localização do sítio primário de ação do Al.  Ainda não se demonstrou de 
maneira inequívoca se este  é um fenômeno que acontece no apoplasto ou se existe a 
necessidade do Al penetrar o simplasto para que haja ocorrência de toxidez. (Kochian 1995). 
Apesar de já estar estabelecido que o ápice da raiz é o sítio primário da lesão, os seus 
aspectos fisiológicos, bioquímicos e moleculares não são ainda bem entendidos (Delhaize e 
Ryan, 1995). O Al tóxico interfere na divisão celular e na deposição de polissacarídeos na 
parede celular, aumentando a sua rigidez (Roy et al, 1988). Em plântulas de Pisum, o Al 
aumentou a atividade da peroxidase e da polifenol oxidase (Henry et al, 1981), duas enzimas 
envolvidas na manutenção da integridade da parede celular. Entretanto, recentemente, Ezaki 
et al (1996) levantaram a possibilidade do envolvimento de algumas isoenzimas da peroxidase 
nos mecanismos  de desintoxicação  do Al  em células de tabaco. Portanto, o objetivo 
principal deste trabalho foi determinar o efeito do Al na atividade e isoenzimas da peroxidase 
e no conteúdo protéico no ápice das raízes de linhagens de milho contrastantes quanto a 
tolerância a esse metal.  
    
 MATERIAL E MÉTODOS

Métodos de Cultivo
Sementes de milho das linhagens tolerante Cateto 237 e sensível L 36 foram pré-germinadas 
por 7 dias em papel germinex e posteriormente transferidas para uma solução nutritiva aerada 
como descrito por Magnavaca (1982). O nível da solução nutritiva nas bandejas de 
crescimento foi mantido constante pela adição diária de solução.  Depois de 5 dias  nesta 
solução, 32 plântulas foram submetidas a estresse de Al for 80 min enquanto outras 32 
plântulas foram mantidas na ausência de Al, como controle. Para imposição do estresse de 
Al, as 32 plantas foram transferidas para uma solução nutritiva de Magnavaca com pH 4,0, 
na qual adicionou-se 222 uM de AlK(SO4).12H2O. O experimento foi conduzido em casa de 
vegetação com temperaturas diurnas/noturnas variando entre 35/26° C e  70% de umidade 
relativa.. Cada tratamento foi repetido 4 vezes. 

Extração enzimática 
Trinta e dois ápices de raízes de plântulas de cada tratamento foram coletados e os primeiros 



20 mm de cada ápice foram segmentados em intervalos de 2 mm. Todo o processo foi 
realizado a 4° C. Estes segmentos foram macerados em nitrogênio liquido e extraídos em 3 
volumes de tampão fosfato 50 mM, pH 6,0, contendo 1 mM de PMSF e 1,5% de PVPP 
(p/v). O homogenado foi centrifugado a 14.000 x g a 4o C por 30 min e o sobrenadante foi 
utilizado como fonte da enzima.

Focalização isoelética
Zimogramas foram obtidos utilizando-se géis de agarose 1% preparados com anfólitos, pH  3 
a 10 (Pharmacia, EUA). A pré -focalização realizada  por 20 min a 1200 V/1 W e a 
focalização por 2 h a 1200 V/4W a 10o C.  O gel foi corado para atividade da peroxidase 
usando-se os reagentes  p-fenildiamina e pirocatecol (Imberty et al. 1984)

Atividade da Peroxidase 
A atividade da peroxidase foi determinada como descrito por Souza e MacAdam (1998) 
utilizando-se guaiacol como substrato.  A atividade total da peroxidase e o conteúdo de 
proteínas solúveis foram reportadas por miligrama de tecido fresco 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

As linhagens diferencialmente contrastantes quanto a tolerânica ao Al, Cateto 237 
tolerante e L 36 susceptível , foram previamente selecionadas baseado no protocolo 
descrito por Magnavaca (1982). 

Antes do estabelecimento do estresse de Al, o sistema radicular da L 36 apresentava mais 
raízes laterais e uma raiz principal mais longa do que a raiz da Cateto 237;  e sob condições 
não estressantes, o crescimento da raiz da L 36 foi de 1 +/- 0,18 mm h–1, enquanto para a 
Cateto 237 foi de 0,8 +/- 0,14 mm h-1. Entretanto, durante o estresse causado pelo Al, a raiz 
principal da Cateto 237 cresceu ao nivel de 0,85 +/- 0,13 mm h-1, enquanto o crescimento da 
raiz principal da L 36 cessou durante o primeiro dia de estresse. Uma rápida diminuição no 
crescimento do sistema radicular é geralmente um dos primeiros sintomas associados com o 
estresse de Al em genótipos sensíveis (Delhaize et al., 1991).

A ausência de significância para a interação Al x ápice (Tabela 1) permitiu a 
determinação do conteúdo protéico médio ao longo do ápice das raízes das linhagens, 
independentemente do tratamento com Al.  As duas linhagens apresentaram conteúdo 
protéico significativamente maior nos primeiros 2 mm do ápice, a qual inclui a região 
meristemática (Tabela 2).  Na ausência de Al, a linhagem L 36 mostrou maior 
conteúdo protéico que a linhagem Cateto 237. Entretanto, depois de 80 min de 
exposição ao Al, o conteúdo protéico da L 36 tendeu a diminuir, enquanto o do 
Cateto 237 permaneceu constante (Tabela 3). 
A toxidez do Al inibiu a atividade da peroxidase no sistema radicular da linhagem 
sensível  L 36, mas não na linhagem tolerante Cateto 237 (Figura 1). O efeito 
inibitório da toxidez do Al na atividade da peroxidase foi especialmente importante 
nos 6 primeiros mm do ápice das raízes da L 36, segmento que inclui as regiões  
meristemática e de alongamento. Da mesma maneira, já se observou que a maior 
acumulação de Al em raízes de trigo acontece nos primeiros 5 mm do sistema 
radicular das linhagens sensíveis  (Rincon and Gonzales, 1992). Estes resultados, são 
portanto uma indicação de que a manutenção dos níveis de atividades da peroxidase, 
na presença de Al, pode ser parte de um mecanismo constitutivo que confere 
tolerância ao Al na linhagem Cateto 237. Para cada uma das linhagens, o zimograma 
não apresentou alterações na expressão das isoformas devido ao tratamento (Figura 



2). Entretanto, diferenças significativas foram observadas entre linhagens e  
independente do tratamento, a linhagem Cateto 237 apresentava uma isoenzima 
aniônica, pI 4,79, a qual estava ausente na L 36. Além disso, a linhagem Cateto 237 
apresentava  uma outra isoenzima aniônica, pI 4,48, presente ao  longo dos 20 mm 
apicais e que na linhagem L36 estava presente apenas nos 2 mm iniciais do ápice.  
As isoenzimas aniônicas da peroxidase têm também sido associadas com a 
lignificação da parede celular  e com o intercruzamento dos monômeros de 
extensinas  e dos polissacarídeos esterificados a ácidos ferúlicos (Lamport, 1986). Ë 
possível, portanto, que o Cateto 237 seja mais tolerante ao Al por possuir um 
mecanismo capaz de manter a integridade da parede celular na presença deste íon. 
Uma parede celular íntegra poderia, portanto,  atuar como uma barreira física na 
prevenção da entrada do Al no apoplasto das células corticais  (Rengel, 1996). 

Tabela 1  Quadrado médio das características atividade da peroxidase e conteúdo protéico 
ao longo dos 20 mm  dos ápices de raiz das linhagens L 36 e Cateto 237 

*   Significante a P < 0.05
** Significante a P < 0.01
1 Os valores de Quadrado Médio foram multiplicados por 103

Tabela 2. Conteúdo protéico médio ao longo do ápice da raiz principal das linhagens L 36 e 
Cateto 237 



Valores na mesma coluna seguidos pela mesma letra não são significativamente diferentes 
pelo teste de Tukey a  P> 0,005

Tabela 3. Conteúdo protéico médio ao alongo dos primeiros 20 mm do ápice da raiz 
principal das linhagens l 36 e Cateto 237

Valores na mesma coluna seguidos pela mesma letra não são significativamente diferentes 
pelo teste de Tukey a  P> 0,005



Figura 2.  Zimograma de isoenzimas da peroxidase em intervalos de 2 mm ao longo doápice 
da raiz principal das linhagens Cateto 237 e L 36 na ausência (A) e presença (B) de estresse 
de alumínio por 80 min.
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