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acidez do solo € um dos
principais fatores que li-
mitam a producio agrico-
la nos tropicos. O Cerra-
do brasileiro ocupa 205
milhoes de hectares do territério nacio-
nal (fig. 1) e, apesar de apresentar
excelentes qualidades no que se refere
a topografia, luminosidade, temperatu-
ra e estrutura fisica do solo, se caracte-
riza por possuir baixa fertilidade, pH
acido e elevada saturacio de aluminio
(AD (Embrapa/CNPAC, 2000). O Al é
toxico para a grande maioria das espé-
cies de plantas cultivadas, promovendo
a paralisacao do crescimento radicular
e, consequentemente, prejudicando o
desenvolvimento das plantas. O Cerra-
do tem sido considerado como uma das
ultimas grandes fronteiras mundiais dis-
poniveis para a expansdo agropecuaria,
assumindo importancia estratégica para
o Brasil. Entretanto, para que seu uso
possa ocorrer de forma cada vez mais
eficiente e racional, é imprescindivel
que juntamente com as atuais praticas
utilizadas na exploracao agricola dessa
regiao, novas alternativas sejam criadas
para amenizar ou mesmo eliminar as
adversidades impostas por aquele am-
biente.
As alternativas de manejo mais utili-
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zadas para contornar a toxidez provo-
cada pelo Al fundamentam-se no uso
de duas priticas. Uma delas é o proces-
so da calagem, que consiste na precipi-
tacio do Al solavel pela adicao de
calcario ao solo. Embora seja uma pra-
tica corriqueira na agricultura, sua efici-
éncia limita-se 2 camada superficial do
solo, ja que a incorporacio do calcirio
em profundidades maiores é economi-
camente invidvel. Assim, a calagem fa-
vorece o desenvolvimento radicular
apenas na camada superficial do solo, o
que torna a planta mais susceptivel aos
periodos de veranicos, muito comuns
na regido. Além disso, os efeitos da
calagem nas camadas superficiais siao
ainda mais reduzidos sob “plantio dire-
to”, onde nio se utiliza implementos
agricolas para revolver o solo.

Outra pritica que vem sendo bas-
tante enfatizada é a utilizacao de culti-
vares mais tolerantes ao Al. Hoje a
Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lago-
as-MG, tem identificado e caracteriza-
do, em seu germoplasma, milho e sorgo
tolerantes a niveis que variam de 40% a
60% de saturacio de Al no solo. Os
niveis de saturaciao sao calculados em
funcao da concentracao de citions no
solo. Métodos de selecio e variabilida-
de genética em milho sio mostrados na

Figura. 1 - Area do Cerrado brasileiro. Fonte: Embrapa Cerrados (2000)
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Figura 2 — Métodos de selecio de milho tolerante a Al e variabilidade genética em milho.
A = Comprimento da raiz seminal; B = Ensaio em casa de vegetacio de uma variedade tolerante e uma sus-
ceptivel ao Al; C =. Variabilidade genética em milho

figura 2. A idéia desse artigo € descrever
sucintamente como a biologia molecu-
lar tem contribuido para aumentar os
conhecimentos relacionados com os
mecanismos de tolerdncia das plantas
ao estresse de Al. Além do que, com a
integracio de técnicas da biologia mo-
lecular nos programas de melhoramen-
to genético, espera-se que o desenvol-
vimento de cultivares com melhor adap-
tacdo aos ambientes desfavoriveis seja
mais rapido e eficiente. Dessa forma, a
utilizacio da pratica de calagem, associ-
ada ao uso de gendtipos mais adapta-
dos as condi¢coes de solo acido com
elevada saturacao de Al serdo estratégi-
as de maior potencial para a utilizacao
sustentavel do Cerrado.
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Efeitos do Al em plantas - O Al,
terceiro elemento mais abundante na
crosta terrestre, quando em solu¢des
acidas (pH<5,0), apresenta-se princi-
palmente na forma de AI(H,0)**, a qual
¢é toéxica para as plantas. O primeiro
sintoma de toxidez é a inibicdo do
elongacio da raiz, que ocorre cerca de
1-2 h ap6s a exposicio a Al (Kochian,
1995). Este cition, quando em contato
com as raizes, promove rapidamente a
paralisacio do crescimento radicular,
tornando-as atrofiadas em funcao da
morte do meristema radicular. Freqlien-
temente, plantas afetadas pelo Al apre-
sentam sintomas de deficiéncia de nu-
trientes, tais como P, Ca, Mg, K e Mo,
devido a interferéncia do Al nos proces-
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Figura 3 - Mecanismo proposto para explicar tolerincia ao Al
baseado na exudacio de acido orginico pela raiz: plantas de milho
tolerantes ao Al exudam suficiente dcido orginico para quelatizar o
Al e impedir sua penetracdo na raiz. As raizes demonstradas nas
fotos foram coradas com hematoxilina para detec¢ao do Al (Canca-

do et al., 1999)

sos de absor¢ao, transporte e uso destes
nutrientes. Tais deficiéncias aparente-
mente ocorrem porque o Al induz a
deposicio de calose nos canais plasmo-
desmaticos, inibindo fisicamente o trans-
porte simpléstico entre células (Sivagu-
ru et al., 2000). A parte distal da zona de
transicio no apice das raizes, onde as
células estio entrando em fase de alon-
gamento, € o sitio da agcao téxica prima-
ria do Al (Sivaguru e Horst, 1998).

Outro efeito prejudicial do Al esta
na mudanc¢a da homeostase celular do
Ca** e da competicao por canais de Ca**.
A inibicao da absorcio celular de Ca**
pelo APP* afeta, em maior ou menor
intensidade, varios processos celulares,
tais como, mitose, citocinese, gravitro-
pismo, crescimento polar, correntes ci-
toplasmaticas e sinalizacio celular
(Huang et al., 1996). Estudos recentes
tém indicado que interagoes do Al com
elementos envolvidos na transducio de
sinais, responsaveis pela comunicacio
da célula com o ambiente sao, aparen-
temente, eventos primdrios da toxidez
causada pelo Al. O Al teria como alvos
no interior da célula, o fosfatidilinositol-
bifosfato e a proteina Gp, moléculas
responsaveis pela producio de dois
importantes mensageiros secundarios,
o inositol-1,4,5-trifosfato e o diacilglice-
rol. Desta forma, o Al interferiria nos
processos de transducio de sinais, que,
por sua vez, ocasionariam rapidas dis-
func¢des metabolicas na planta (Jones e
Kochian, 1995; Haug et al., 1994; Shi et
al., 1993).

O Al também possui efeitos prejudi-
ciais sobre moléculas de acidos nucléi-
cos, principalmente por modificar a
conformacio espacial da dupla hélice,
devido a interacdes com as cargas resi-
duais dos grupamentos fosfato. O Al
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Figura 4 — Trabalhos de modifica¢ao da expressao do gene da citrato sintase em planta.

A: Mapa do plasmidio pCAMBIA C2 (1303); B: Construcdo génica Citrato Sintase (CS); Promotores CAMV35S e
ToRB7; AC: CS de Dauca carota com peptideo sinal de mitocdndria; AD: CS de Dauca carota sem peptideo sinal
de mitocondria; AE: CS de Escherichia coli ; NOS: Sitio de poliadenilacio NOS ; E: EcoRI; B: BamHI; H: HindIII

pode ainda promover alteracdes na
permeabilidade da membrana plasma-
tica devido a alteracoes na fluidez e na
densidade do empacotamento dos fos-
folipideos, aumento na sintese de ligni-
na, prejudicando o processo de elonga-
¢do celular, inibicao da absor¢io de O,
nos apices radiculares devido a interfe-
réncia no fluxo de elétrons na mitocon-
dria e a danos ao fotossistema II, redu-
zindo a taxa fotossintética (Jones e
Kochian, 1995).

A elucidac¢ao dos processos bioqui-
micos e fisioldgicos que atuam no pro-
cesso da tolerdncia ao Al, principalmen-
te no que se refere a identificacio e a
compreensio da regulacio dos genes
envolvidos a partir de técnicas molecu-
lares é de fundamental importincia
para o melhoramento genético.

Mecanismos de tolerancia ao Al -

Nem todas as espécies de plantas
respondem de forma semelhante ao
estresse causado pelo Al. Ao que pare-
ce, as plantas utilizam-se de varios me-
canismos para contornarem os efeitos
toxicos do Al. Os mecanismos de tole-
rincia ao Al propostos na literatura
podem ser classificados em dois gru-
pos: 1) mecanismos de exclusio ou
apoplasticos, com a imobiliza¢ao ou
neutralizacio do Al externamente a
célula, e ii) mecanismos simplasticos,
decorrentes da imobilizacio ou neutra-

lizacao do Al dentro da célula (Taylor,
1991; Kochian, 1995). Viarias formas de
acao, distribuidas entre estes dois meca-
nismos, tém sido propostas, na tentativa
de explicar como as plantas podem se
desenvolver na presenca do Al, sendo a
maioria delas apenas especulativa. En-
tretanto, alguns dos mecanismos cita-
dos com maior freqiiéncia na literatura
serdo descritos sucintamente a seguir.

A baixa Capacidade de Troca Catio-
nica (CTC) da parede celular da raiz tem
sido associada a tolerancia ao Al. Segun-
do este modelo, plantas com elevada
CTC radicular adsorvem mais Al, ele-
vando a concentrac¢io desse metal pré-
ximo as células. No entanto, para algu-
mas espécies de plantas, nao ha nenhu-
ma relacdo entre a CTC radicular e a
tolerdncia ao Al. Embora a membrana
plasmatica seja considerada como um
dos alvos do Al, em alguns casos, ela
pode atuar como uma barreira a absor-
¢ao deste elemento para o interior da
célula. Foi observado que a densidade
de cargas elétricas negativas presentes
em membranas das células do dpices
radiculares de trigo eram, em média,
26% superior no gendtipo sensivel em
relacdo ao tolerante (Yermiyahu et al.
1997). Assim, alteracdes na composicio
de fosfolipideos da membrana plasma-
tica podem contribuir para a tolerdncia
ao Al, por dificultar a interacao deste
com a membrana plasmatica.

O aumento de pH na regiao da
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rizosfera também € uma forma de exclu-
siao do Al, pois leva a formaciao de uma
zona de precipitacdo deste elemento.
Certas plantas absorvem nitrogénio pre-
ferencialmente na forma de NO,, em
relacao a forma de NH,* e, como conse-
quiéncia dessa absorciao diferencial, ha
um maior efluxo de fons OH" pela raiz,
o0 que promove a elevacio do pH na
rizosfera. Outra barreira que o Al pode
enfrentar para atingir as regides sensi-
veis do meristema radicular € a mucila-
gem, substancia formada por polissaca-
rideos, que reveste a superficie radicu-
lar. Em plantas de trigo tolerantes ao Al,
a sintese continua de mucilagem nos
apices radiculares dificulta a penetracio
do Al, protegendo as regides de cresci-
mento da raiz. Ja foi demonstrado que a
mucilagem pode ser responsivel por
reter até 35% do Al presente no apoplas-
to (Archambault er al., 1996).

A sintese de calose, um poliglicosi-
deo formado por unidades de 1,3-B-
glucano que se acumula na parede
celular, também ¢é uma resposta das
plantas aos diversos tipos de estresses
(Simmons et al., 1992). Gendtipos de
trigo sensiveis ao Al produzem mais
calose do que gendtipos tolerantes quan-
do expostos a este elemento (Horst et
al., 1997; Zhang et al., 1994; Llugancy et
al, 1994). A enzima 1,3-B-glucanase
estd incluida na familia das proteinas PR
(pathogenesis related), ja que muitas de
suas isoformas sao induzidas durante



infeccoes fungicas. Analises do padriao
de sintese do mRNA da 1,3-B-glucana-
se, isolado de apices radiculares de
trigo, demonstram que a expressao deste
gene ¢ fortemente regulada pela pre-
senca de Al (Cruz-Ortega et al., 1997).
Desta forma, o padrao de sintese de
calose pode ser um bom indicativo do
grau de injuria que o Al causa nas raizes,
podendo, inclusive, ser utilizado como
um parametro de selecio.

Dentre os mecanismos de exclusio,
a exudacdo de moléculas quelantes que
complexam o Al tem sido o mais estu-
dado. Tais quelantes sio liberados no
apoplasto e/ou na rizosfera, impedindo
que o Al alcance seus sitios de toxidez.
O Al, uma vez complexado com a
molécula exudada pela raiz, perde seu
efeito fitotoxico. Uma importante classe
desses quelantes sao os acidos organi-
cos de baixo peso molecular proveni-
entes do ciclo dos dcidos tricarboxili-
cos. Um modelo do mecanismo de
como dcidos organicos podem se com-
plexar com fons de Al no solo é descrito
na figura 3. Em trigo, o Al pode estimu-
lar a exudaciao do acido malico e succi-
nico (Delhaize ef al. 1993a; 1993b), ja
em milho, foi observada a exudacio de
acido citrico, malico e trans-aconitico
(Pellet et al., 1995, Jorge e Arruda,
1997). Trabalhos semelhantes na Em-
brapa Milho e Sorgo observaram que
plantulas de milho tolerantes ao Al
exudavam 4cido citrico e dcido malico
em concentracdes superiores as plantu-
las sensiveis ao Al Parece que nos
genotipos tolerantes a
presenca do Al regula o
surgimento de canais ani-
Onicos que facilitam a
exudacao destes dcidos
das células do tecido
apical (Pineros e Kochi-
an, 2001). Uma das evi-
déncias mais convincen-
tes sobre o envolvimen-
to da exudacio de Aaci-
dos organicos na tole-
rancia ao Al foi apresen-
tado por Fuente-Martinez
et al. (1997), com a pro-
duc¢io de plantas de ta-
baco e mamaio, superex-
pressando a enzima ci-
trato sintase. Em funcao
dessa super producio e
exudacio de citrato, as
plantas transgénicas
apresentaram aumento
significativo na tolerdn-
cia ao Al. A atividade da

enzima citrato sintase foi também au-
mentada pela exposicio de plantas de
centeio ao Al (Li et al. 2000). Por outro
lado, evidéncias recentes indicam que
as enzimas envolvidas na sintese dos
acidos orgidnicos, como malato desidro-
genase e citrato sintase nao sao induzi-
das pelo Al em cultivares de milho mais
tolerantes (Alves etal., dados nao publi-
cados, Embrapa Milho e Sorgo).

A inducio da sintese de proteinas
especificas pode também estar relacio-
nada com a resposta de plantas ao
estresse causado pelo Al Basu et al.
(1994) observaram o acimulo significa-
tivo de proteinas em solucdo nutritiva
contendo Al, onde um genétipo tole-
rante de trigo havia sido cultivado, em
compara¢ao com o sensivel. Segundo
os autores, tais proteinas poderiam ter
uma acao semelhante aos acidos orga-
nicos, quelando o Al soltvel. Varios
trabalhos demonstram alteracdes na sin-
tese de proteinas em dpices radiculares
para diferentes espécies de plantas,
quando expostas ao Al (Cancado e
Paiva, 1999). Tais alteracdes vio desde
a inducao até a inibicao completa de
determinados polipeptideos, sendo que,
na maioria das vezes, apresentam pa-
droes de expressao diferenciados entre
os genotipos tolerantes e sensiveis.

Genética da tolerancia ao Al - O
uso de cultivares mais tolerantes 2 toxi-
dez do Al apresenta-se como uma solu-
cao sustentdvel, propiciando ganhos
permanentes de produtividade em so-

los sob vegetacio de cerrado. Para tal,
diversos estudos tém sido conduzidos
no intuito de elucidar a genética da
tolerdncia ao Al em milho, trigo, sorgo
e soja, espécies cultivadas, de grande
interesse econdmico para o Cerrado.
Trabalhos sobre genética da tolerancia
a Al abrangem alguns topicos envol-
vendo a identificacao de fontes de tole-
rincia e a avaliacio de populacdes
segregantes em cruzamentos contras-
tantes, que culminam em estudos de
heranca e do tipo de a¢ao génica asso-
ciada com a tolerancia (Cancado e Pai-
va, 1999).

A grande majoria dos estudos de
heranca da tolerancia ao Al tem sido
conduzida em trigo, onde os resultados
sugerem que um pequeno nimero de
genes controlariam esta caracteristica.
Em milho, os resultados quanto ao
nimero de genes e ao tipo de acao
génica sao conflitantes, mas parece exis-
tir um consenso quanto 2 existéncia de
poucos genes envolvidos na expressao
da tolerancia. No entanto, a tolerancia
ao Al em sorgo parece ser uma caracte-
ristica dominante e monogénica, en-
quanto que, em arroz, tem sido consi-
derada como heranga poligénica, com
efeitos aditivos significativos. Adicio-
nalmente 2 existéncia de genes maiores
explicando grande parte da variacio
para tolerdncia ao Al existem evidénci-
as sugerindo que genes modificadores
podem ter papel importante na modu-
lacao do efeito desses genes maiores.
Quanto ao modo de agio génica, em

Figura 5 — Atividade do GUS em plantas transgénicas de tabaco (A); plantas
de tabaco transformadas (B); Gradiente de Al (0 and 6 ppm) Placa (C):, Tubo
(D); Plantas transgénicas de tabaco crescendo em 6 ppm, em teste de hema-
toxilina (E); Southern blot de algumas plantas transformadas; sonda higromi-
cina (F), sonda factor de elongamento 1 alfa (G)
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geral, a tolerdncia ao Al tem sido repor-
tada como caracteristica dominante,
podendo variar de acordo com o nivel
de Al utilizado na solu¢io nutritiva.

Com o advento dos marcadores mo-
leculares, tornou-se possivel identificar
e mapear regides gendmicas associadas
com a tolerdncia, o que pode ser utiliza-
do como estratégia alternativa para clo-
nagem dos genes de interesse e para dar
suporte aos estudos sobre os mecanis-
mos envolvidos nos processo da tole-
rancia. Dentre os cinco QTLs explican-
do 60% da tolerdncia ao aluminio em
milho, dois deles estavam mapeados
préximos aos genes da isocitrato desi-
drogenase e malato desidrogenase (Ni-
namango-Cardenas, 2000), enzimas que
atuam na via metabdlica dos acidos
organicos, um dos principais mecanis-
mos propostos para a tolerincia ao
aluminio em plantas (Kochian, 1995).
Outro QTL, identificado por Ninaman-
go-Cardenas (2000) foi mapeado proxi-
mo ao Alm2, um QTL também associa-
do com a tolerdncia ao aluminio, em
milho (Sibov et al., 1999). O desenvol-
vimento da raiz seminal de plantulas
crescidas em solucdo nutritiva na pre-
senca de niveis téxicos de Al tem sido
um indice fenotipico bastante utilizado
na avaliacao da tolerancia ao Al, em
milho, por apresentar alta herdabilida-
de e baixo coeficiente de variacio am-
biental (Martins et al., 1999).

O mapeamento comparativo pode
também fornecer informacdes comple-
mentares sobre a conservacao de genes
e de mecanismos de tolerancia ao alu-
minio entre espécies relacionadas. Exis-
tem, hoje, evidéncias de uma possivel
conservacio de alguns genes de tole-
rancia ao aluminio entre gramineas cor-
relacionadas como trigo, aveia e ceva-
da.

Prospeccio de genes induzidos
pelo Al - Alteracdes na expressao de
genes induzidos por estresses ambien-
tais vém sendo relatadas para varias
espécies vegetais. Projetos de seqlienci-
amento gendmico e técnicas de analise
de expressio diferencial de genes como
microarrays e RT-PCR tém auxiliado a
identificacao de genes cuja expressio é
alterada por estresses ambientais. Re-
centemente, com o uso de mutantes de
Arabdopsis thaliana tolerantes e sensi-
veis ao Al, tem sido possivel identificar
genes que tém sua expressio alterada
pelo Al, como é o caso do mutante
tolerante ao Al (alr-104), cuja tolerAncia
baseia-se na elevacao do pH da rizosfe-
ra. Muitos destes genes poderdo ser

utilizados em transformacao genética de
plantas, na tentativa de tornar culturas
de interesse agrondmico mais tolerantes
ao Al, ou ainda, serem utilizados como
marcadores moleculares em programas
de selecao genética. Recentemente, sete
clones de cDNA induzidos pelo Al foram
isolados em dpices radiculares de trigo
cultivado, sendo que alguns dos clones
apresentavam elevado grau de homolo-
gia com genes que codificam para inibi-
dores de proteinases, fenilamonioliases
(PAL) e proteinas do tipo PR (Snowden
et al., 1995, Richards er al., 1994, Snow-
den et al., 1993). Em tabaco, foi isolado
um clone (pAl 201), induzido pela pre-
senca do Al e pela supressiao de fésforo
inorganico (Pi), cuja seqiiéncia comple-
ta demonstrou homologia com genes
que codificam para peroxidases (Ezaki
etal. 1996). Estudos com as linhagens de
milho L-36 (sensivel) e a Cateto 237
(tolerante) mostraram que o Al diminuiu
a atividade da peroxidase somente no
apice das raizes da linhagem sensivel.
Independente da presenca de Al, obser-
vou-se ainda que as duas linhagens
apresentavam polimorfismo para duas
isoenzimas anidnicas da peroxidase no
apice radicular. Tais observagoes suge-
rem que a peroxidase faca parte de um
mecanismo constitutivo que confere pro-
tecao ao tecido radicular da cultivar
tolerante quando exposta ao Al (Souza
et al., dados nao publicados).

Em Arabidopsis thaliana, observou-
se a indugao transiente de cinco genes
nos dapices radiculares, poucas horas
apos sua exposicao ao Al. Outros quatro
genes, cuja transcricio aumentou por
periodos de tempo mais longos, tam-
bém foram isolados, enquanto outros
dois genes apresentaram niveis de ex-
pressdo reduzido ao longo do tratamen-
to com Al (Richards et al. 1998). Alguns
desses genes mostram homologia com
genes induzidos pela presenca de 0z6-
nio, um forte oxidante, assim como com
peroxidases, BCB (Blue Copper Binding
Protein) e GST (Gluthatione-S-transfe-
rase), sugerindo uma relacio entre a
toxidez por Al e o estresse oxidativo. Na
linhagem de milho Cateto 237 (toleran-
te), o Al induziu a expressao dos genes
da ascorbato peroxidase, da metionina
sintase, de uma hemoglobina, do gene
viviparo 3, de uma proteina associada
com a senescéncia e de uma invertase da
parede celular (Purcino et al., dados nao
publicados, Embrapa Milho e Sorgo). E
interessante notar que, como observado
em Arabidopsis, alguns dos genes estao
também ligados a mecanismos fisiol6gi-
cos que conferem protecdo contra O
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estresse oxidativo, confirmando uma
possivel participagdo deste mecanismo
como um componente importante da
reacao das plantas a niveis toxicos de Al
(Richards et al., 1998).

Em trigo, genes induzidos por Al
possuem elevada homologia com genes
de peroxidases (war4.2), proteinases de
cisteina (war5.2), fenil-amonia liase
(war7.2) e oxalato oxidases (warl3.2)
(Hamel et al. 1998).

Estratégias moleculares para au-
mento da tolerancia ao Al em plantas
- As técnicas de DNA recombinante tém
permitido a identificacdo de genes relaci-
onados com a tolerancia a toxidez de Al
de uma série de espécies vegetais. Esses
genes sdo os primeiros candidatos para
serem mapeados em populacdes segre-
gantes para a tolerdncia ao Al, assim
como fontes para construgoes génicas
em teste com transgénicos. Baseando na
estratégia proposta por Fuente-Martinez
et al. (1997), onde plantas transgénicas
superexpressando o gene da citrato sin-
tase (CS) isolado da bactéria Pseudomo-
nas aeruginosa, aumentaram os niveis
de tolerancia ao Al, trabalhos vém sendo
desenvolvidos na Embrapa Milho e Sor-
go. Plantas de tabaco estao sendo trans-
formadas com o gene da citrato sintase
isolado de Escherichia coli e de cenoura
(Daucus carota), regulados por promo-
tores constitutivos (CaMV 35S) e raiz-
especificos. O grande objetivo da pesqui-
sa é gerar uma tecnologia que possa ser
transferida para culturas de maior impor-
tincia para a regido do Cerrado, tais
como o milho e a soja (Fig. 3 e 4).
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