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Introducgéo
Aluminio (Al) é um elemento mineral que apresenta ampla distribuicdo na crosta
terrestre, sendo sua toxidez o principal fator limitante a produtividade das culturas em
solos acidos, os quais abrangem cerca de 40% das terras araveis do mundo,
particularmente nos tropicos e sub-trépicos (Kochian, 1995). A toxidez do Al tem
sido abordada recentemente como um tipo de estresse oxidativo. O estresse oxidativo
é resultante do aumento de espécies reativas de oxigénio, que podem causar danos a
membranas celulares, proteinas e acidos nucléicos (Smirnoff, 1993). As plantas
podem reduzir a formacao de espécies reativas de oxigénio e minimizar os danos
causados pelo estresse oxidativo, removendo enzimaticamente essas espécies, por
meio de enzimas de varredura como a glutationa redutase (GR), ascorbato peroxidase
(APX), catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD) (Price e Hendry, 1991).
Estudos in vivo tém mostrado que o tratamento com Al aumenta a atividade de
algumas enzimas relacionadas com o estresse oxidativo (Elstner et al., 1988; Cakmak
e Horst, 1991), podendo levar a inducéo de genes relacionados com estresse
oxidativo em Arabidopsis thaliana. Richards et al. (1988) sugerem que o0 estresse
oxidativo pode estar diretamente relacionado ao estresse de Al e que 0s genes que
controlam a expressdo das enzimas antioxidantes, como ascorbato peroxidase e
glutationa redutase podem ser induzidos pelo Al.
Neste trabalho procurou-se verificar a ligacdo entre a toleréncia ao Al e o
metabolismo de algumas enzimas detoxificadoras de radicais livres, em trés linhagens
de milho contrastantes quanto a tolerancia ao Al.

Material e métodos
Foram utilizadas trés linhagens de milho provenientes do programa de melhoramento
da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas/MG, previamente caracterizadas quanto a
tolerancia ao Al: Cateto e L3 - tolerantes e L53 — sensivel (Alves et al., 2001).

As sementes foram esterilizadas com hipoclorito de sédio 5%, por 15min, lavadas com
agua destilada e colocadas para germinar em papel de filtro umedecido, permanecendo em
camara de crescimento com temperatura diurna de 27°C e noturna de 20°C, luminosidade de
540 umolm:-2.s-1, umidade relativa de 70% e fotoperiodo de 12h. Trés dias apés a
germinacdo, as plantulas foram selecionadas, transplantadas e dispostas em bandejas
contendo solucéo nutritiva completa (Magnavaca, 1982), pH 4,5, arejada constantemente,



onde as plantulas permaneceram por 24 horas. Apés este periodo as plantulas foram expostas
a mesma solucdo nutritiva completa, na auséncia e na presenca de Al (AIK(SOs)2) na
atividade de 39 uM, pelo periodo de 30 min, 6 h, 24 h e 48 h. Ao final de cada intervalo de
tempo foi coletado o primeiro centimetro do apice da raiz seminal de cada plantula, o qual foi
lavado em agua destilada e acondicionado em papel aluminio, imerso em nitrogénio liquido e
armazenado a —80° C, para posteriores analises enzimaticas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 3 repeticdes. O
delineamento dos tratamentos foi composto por um fatorial de 3 (linhagens) x 2 (doses de
Al) x 4 (periodos de exposicdo ao Al).

A atividade da ascorbato peroxidase (EC 1.11.1.11) foi determinada pelo método de
Nakano e Asada (1981), pelo monitoramento da taxa de oxidagdo do ascorbato a
290nm, a 28° C. A atividade da catalase (EC 1.11.1.6.) foi determinada de acordo
com Peixoto et al., (1999) pelo acompanhamento do decréscimo na absorbancia a 240
nm, a 28° C. A atividade da glutationa redutase (EC 1.6.4.2) foi determinada de
acordo com Queiroz et al., (1998). A oxidacdo do NADPH foi medida
monitorando-se o decréscimo na absorbancia a 340 nm, a 28° C. A concentracao
protéica do extrato enzimatico foi determinada pelo método de Bradford (1976),
protocolo BIORAD (Hercules, CA, USA) para leitura em placa de Elisa, usando
albumina bovina (BSA) como padréo.

Resultados e discusséo

A atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) de modo geral diferenciou-se mais
na linhagem sensivel L53, havendo maior diferenca no periodo de 24h entre o
controle e o tratamento com Al. O periodo de 48h de exposi¢do ao AL, para as trés
linhagens, provocou um grande aumento na atividade da APX, em relagdo ao controle
(Figura 1). Este comportamento foi semelhante ao encontrado por Peixoto et al.,
(1999), em plantas de sorgo submetidas a estresse por Al, onde a toxidez de Al levou
a um grande aumento na atividade da APX, no material sensivel.
Quando expostas a 30min de tratamento com Al o maior valor de atividade da
glutationa redutase (GR) foi encontrado na linhagem sensivel L53 (Figura 2C). Em
seguida, ap6s 6h de exposicao ao Al, Cateto e L3 tiveram modificacdo significativa na
atividade da GR, em relacédo ao controle, sendo esta diferenga maior para a Cateto.
Nos ultimos periodos de exposicdo ao Al, 24 e 48horas, as trés linhagens, mantiveram
a atividade da GR semelhante ao controle (Figura 2). O comportamento da atividade
da catalase (CAT) apresentou-se diferenciado nas trés linhagens (Figura 3). No
primeiro periodo de exposi¢do ao Al, 30min, a atividade da CAT foi
significativamente maior na linhagem sensivel L53, enquanto que em L3 diminuiu
significativamente em relacdo ao seu controle a partir de 6h. Houve maior alteracao
da atividade da CAT em L53, no tempo de exposi¢édo de 48h e em L3 a partir de 6 h,
quando comparadas ao controle. O menor valor para a atividade desta enzima foi
encontrado na linhagem tolerante Cateto, que ndo apresentou atividade diferente em
relacdo ao seu controle. Os dados mostram que a enzima CAT teve uma participagédo
discreta na detoxificacdo de radicais livres, quando comparada a APX, nas raizes
destas plantulas submetidas ao estresse por Al. Estudos em raiz tém demonstrado que
no estresse por Al a diminuicdo da atividade da catalase se contrapde ao aumento da
atividade da ascorbato peroxidase, que tem maior afinidade por H202 (Cakmak &
Horst, 1991; Nocter & Foyer, 1988).

Plantas de sorgo quando submetidas ao estresse por Al apresentaram este padréo, sugerindo

uma participacdo limitada da catalase na eliminacdo da H202 em resposta a toxidez de Al



(Peixoto et al., 1999). Os resultados obtidos neste trabalho indicam que o ciclo Glutationa /
Ascorbato esta operando nas raizes das plantulas destas trés linhagens, sob estresse por Al,
principalmente no periodo de 48h, e que possivelmente durante o processo de toxidez por Al
uma grande quantidade de radicais livres pode estar sendo produzida em L3 e L53 e/ou que
Cateto possui mecanismos de detoxificagdo mais eficientes que as outras linhagens e que
esses mecanismos podem contribuir para aumentar a tolerancia ao Al.
Observou-se aumento da atividade das enzimas APX, GR e CAT seis horas apds o
inicio dos tratamentos, tanto na auséncia quanto na presenca de Al, principalmente
nas linhagens tolerantes. E relevante destacar que a coleta destas amostras
correspondeu a nove horas apds o inicio do fotoperiodo, enquanto que as demais
coletas foram feitas apds trés horas de exposicao a luz. Estes dados sugerem que 0
horério da coleta interferiu nos resultados, levando a um estimulo na atividade destas
enzimas antioxidantes na raiz, nove horas apés o inicio do fotoperiodo. Estudos
realizados em folhas mostraram a ocorréncia de um ritmo diurno na concentracéo de
m-RNA para a enzima ascorbato peroxidase (Kubo et al.1995). No entanto, ndo ha
informacdes na literatura sobre as ocorréncias de ritmo diurno na atividade de
enzimas antioxidantes em raiz, o que seria essencial para o entendimento da dinamica

do metabolismo oxidativo na planta.
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FIGUEA 1- Efeite do  aluminio na
atividade da ascorbate peroxmidase (AP
em raizes de linhagens de milho, com
tolerfncia diferencial ao Al A (Cateto -
tolerante); B (L3 - tolerante) e © (L33 -
sensivel). Valores medios de 3 repeticdes
+ ZE, A0 (o) e Al-3% pl de atividade
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FIGUEA 2 Efeito do aluminio na
atividade da Glutationa Eedutase {GE)
em raizes de trés linhagens de milho,
cotn tolerfincia diferencial ao Al A
(Cateto - tolerante), B (L3 - tolerante) e
C (L35 - sensivel). Valores médios de 3
repetigdes £ SE, Al - 0 (o) & Al — 38
L de atividade (o)



FIGUOEA 3: Efeito do  aluminio na
atividade da Catalase (CAT) etn raizes de
trés linhagens de milho, com tolerfncia
diferencial ac Al A (Cateto - tolerante);
B (L= - tolerante) e © (L33 - sensivel).
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