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Resumo 

O alumínio é um elemento amplamente encontrado em solos, sendo a espécie Al
3+

 uma 

das mais prejudiciais ao crescimento e desenvolvimento vegetal. O efeito do Al
3+ 

no fluxo de 

ácido indol-3-acético (AIA) e o papel do óxido nítrico (NO) como sinalizador de respostas a 

estresses abióticos em plantas são documentados. O objetivo deste estudo foi investigar uma 

possível relação entre a produção de NO, o fluxo de AIA e a eficiência do sistema antioxidante 

enzimático na resposta de raízes de Triticum aestivum cvs. BH1146 e Anahuac, tolerantes e 

sensíveis ao Al
3+

, respectivamente. Os níveis basais de NO em raízes do cultivar tolerante foram 

superiores aos de plântulas sensíveis ao Al
3+

, com presença deste radical livre no cilindro 

vascular. O estresse com Al
3+

 75 µmol L
-1 

por 48 h estimulou a produção de NO nos tecidos 

radiculares dos dois cultivares, sendo mais expressiva no tolerante. O acúmulo de NO em raízes 

sob estresse foi maior em células da epiderme e endoderme. O pré-tratamento por 24 h com S-

nitrosoglutationa (GSNO; liberador de NO) 300 µmol L
-1

, NO3
-
 ou L-arginina (L-arg) 300 µmol L

-1
 

(ambos substratos para síntese de NO) reduziu o acúmulo de Al
3+

 no citoplasma, núcleos e 

membranas celulares de ápices radiculares de ambos os cultivares. Independentemente do 

estresse, o cultivar tolerante não apresentou número significativo de células mortas. O estresse, 

contudo, intensificou a morte de células de raízes do cultivar sensível, enquanto que o 

tratamento com GSNO, NO3
-
 ou L-arg atenuou este evento. Tais pré-tratamentos também 

proporcionaram uma redução dos níveis de ânion superóxido em células de raízes de ambos os 

cultivares sob estresse por Al
3+

. Os níveis de lipídios peroxidados diminuíram em decorrência do 

estresse imposto, sendo ainda mais evidente quando as raízes de ambos os cultivares foram 

pré-tratadas com GSNO, NO3
-
 ou L-arg. O estresse por Al

3+
 não afetou os níveis de proteínas 

oxidadas e lignina, independentemente do cultivar testado, mas provocou aumento da atividade 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) no cultivar tolerante. 

GSNO, NO3
-
 ou L-arg afetou, em diferentes extensões, a atividade SOD, CAT e APX em ambos 

os cultivares expostos ao Al
3+

. Em condições fisiológicas, raízes do tolerante apresentaram fluxo 

de AIA mais intenso que as do cultivar sensível. O tratamento com Al
3+

 reduziu o fluxo de AIA em 

raízes de ambos os cultivares, sendo este efeito abolido em plântulas sob estresse que foram 

pré-tratadas com GSNO, NO3
-
 ou L-arg. O GSNO também suprimiu o efeito de um reconhecido 

inibidor de efluxo de AIA ao estimular a distribuição dessa auxina na protoderme, no 

promeristema, no procâmbio e no córtex de células das raízes de ambos os cultivares. Em geral, 

substratos de síntese de NO, bem como um liberador de NO, mostraram contribuir na resposta 

de raízes de Triticum aestivum ao Al
3+

, auxiliando no reestabelecimento do fluxo de AIA e no 

controle do estresse oxidativo nestes órgãos. 

Palavras-chave: Triticum aestivum, alumínio, auxina, óxido nítrico, estresse oxidativo. 
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Abstract 

Aluminum is an element widely distributed in soils, in which the species Al3+ is 

considered one of the most detrimental to plant growth and development. The effect of Al3+ 

on indole-3-acetic acid (IAA) flow and the role of nitric oxide (NO) as a signaling molecule in 

plant responses to abiotic stresses are documented. This study has focused on the 

investigation of a possible relationship among NO production, IAA flow and the efficiency of 

the enzymatic antioxidant system during the response of Triticum aestivum cvs. BH1146 

(Al3+-tolerant) and Anahuac (Al3+-sensitive). The NO basal levels were higher in Al3+-tolerant 

plants than those of Al3+-sensitive ones, being found mainly in cells of vascular cylinder. The 

treatment with 75 µmol L-1 Al3+ for 48 h stimulated NO production in root cells of both cultivars 

with Al3+-tolerant plants accumulating much higher amounts of this free radical, detected 

mainly in epidermal and endodermal cells. Exposure of roots for 24 h to 300 µmol L-1 S-

nitrosoglutathione (GSNO; an NO donor), NO3
- or L-arginine (L-arg) (both substrates for NO 

synthesis) decreased Al3+ accumulation particularly in the cytosol, nuclei and cell membranes 

in both cultivars. Regardless of the stress, Al3+-tolerant plants did not exhibit a significant 

number of dead cells. The stress, however, intensified cell death in roots of Al3+-tolerant 

plantlets, while the pre-treatments with GSNO, NO3
- or L-arg attenuated this event in such 

cultivar. These same pre-treatments decreased superoxide anion levels in roots of both 

cultivars in response to Al3+. The Al3+ stress diminished lipid peroxide levels more intensively 

in roots of Al3+-tolerant plantlets. Such levels further decreased in roots of GSNO-, NO3
-- or 

L-arg-treated plantlets upon Al3+ stress. The superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) 

and ascorbate peroxidase (APX) activities, but not the levels of lignin or oxidized protein, 

were stimulated in roots of Al3+-tolerant plantlets upon stress. Additionally, GSNO, NO3
- or L-

arg affected SOD, CAT and APX activities in both cultivars upon Al3+ stress, at different 

extents. Under physiological conditions, IAA flow in roots was more intense in Al3+-tolerant 

plantlets. The Al3+ stress reduced IAA flow in roots of both cultivars while the pre-treatment 

with GSNO, NO3
- or L-arg restored IAA flow to the normal levels, regardless the cultivar. In 

addition, GSNO was found to suppress the effect of a known inhibitor of IAA eflux by 

stimulating the distribution of such auxin on cells of protoderm, promeristem, procambium 

and cortex in roots of boot cultivars. Overall, substrates for NO synthesis and an NO donor 

were shown to contribute for the response of Triticum aestivum roots to Al3+ by reestablishing 

the IAA flow and controlling the oxidative burst in such organs. 

 

Keywords: Triticum aestivum, aluminum, auxin, nitric oxide, oxidative stress. 
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1. Introdução 

O alumínio (Al) é o elemento metálico mais abundante na crosta terrestre. Ele 

é normalmente encontrado na forma de minerais primários e secundários como 

silicatos (Al2SiO5), óxidos (Al2O3), hidróxidos [Al(OH)3], sulfatos [(Al2(SO4)3] e 

fosfatos (AlPO4). O aluminossilicato, o fosfato de alumínio e complexos orgânicos de 

alumínio são substâncias estáveis e não tóxicas. No entanto, em condições de 

acidez do solo (pH ≤ 5), o Al se torna disponível como cátion Al3+, podendo este ser 

absorvido pelo sistema radicular das plantas (Fernandes, 2006).  

Os solos ácidos ocupam cerca de 30% de toda a superfície terrestre, dos 

quais 50% constituem solos potencialmente aráveis. Assim, a toxicidade do Al 

configura-se como uma das limitações à produção agrícola (Piñeros et al., 2005). 

Muitos desses solos ácidos estão localizados em países em desenvolvimento, onde 

a população crescente causa uma alta pressão para o aumento da produção 

agrícola, levando à insegurança alimentar nestas regiões (Ligaba et al., 2009). Além 

disso, a ação antrópica contribui para o aumento da acidez dos solos devido ao uso 

de fertilizantes amoniacais e da poluição atmosférica ocasionada pelas indústrias, 

aumentando a incidência de chuvas ácidas (Rengel e Zhang, 2003). 

A acidez do solo pode ser corrigida por calagem, que consiste na aplicação 

de calcário na superfície do solo. Porém, esse tratamento é feito apenas na 

superfície do solo, pois a realização do procedimento a grandes profundidades 

geralmente apresenta problemas técnicos e econômicos (Echart e Cavalli-Molina, 

2001). 

Vários estudos demonstraram que o Al3+ apresenta efeitos citotóxicos em 

plantas. O órgão mais sensível ao Al3+ é a raiz, cujo crescimento e desenvolvimento 

são comprometidos na presença desse cátion (Kochian et al., 2005). Estudos 

espaciais indicaram que a porção distal da zona de transição no ápice radicular, 

onde as células passam por uma fase de preparação para o rápido alongamento, é o 

alvo primário do Al (Sivaguru e Horst, 1998). A rapidez na inibição do crescimento 

radicular provocada pelo Al está associada a interrupção no processo de expansão 

das células das raízes, seguida de inibição da síntese de DNA e divisão celular 

(Wallace e Anderson, 1984; Frantzios et al., 2001). O tratamento com Al também 

estimula o acúmulo de polissacarídeos, especialmente hemicelulose, na parede 

celular da região de crescimento (Tabuchi e Matsumoto, 2001). De fato, alterações 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Alum%C3%ADnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enxofre
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enxofre
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na viscosidade e elasticidade da parede celular vegetal também são sintomas de 

toxidez do Al, confirmados em estudos com Triticum aestivum L. cv. Scout 66 

(sensível ao Al) na presença de Al3+ por 6 a 9 h (Tabuchi e Matsumoto, 2001; Ma et 

al., 2004). Essa diminuição da elasticidade está provavelmente relacionada ao 

aumento da deposição de lignina nas paredes celulares (Ezaki et al., 2005; Hossain 

et al., 2005; Sasaki et al., 2006; Matsumoto e Motoda, 2012). Uma evidência disso é 

que a atividade de peroxidases de Cassia tora L., relacionadas à produção de 

lignina, aumentou em resposta à exposição de raízes ao Al (Xue et al., 2008). 

Deposição de lignina nas células da zona de alongamento em T. aestivum mostrou 

afetar o processo de divisão celular (Sasaki et al., 2006). Assim, a lignificação 

precoce das células responsáveis pelo alongamento pode compreender um dos 

mecanismos de inibição do crescimento radicular desencadeado por Al. A redução 

no crescimento da raiz afeta negativamente a absorção de nutrientes e de água do 

solo, o que prejudica o desenvolvimento das plantas. Além disso, esse cátion 

interfere na absorção e movimentação de fósforo, cálcio e magnésio, elementos 

importantes para a nutrição mineral de plantas (Echart e Cavalli-Molina, 2001).  

Plantas expostas ao Al apresentam uma série de alterações na arquitetura e 

morfologia de suas raízes como, formação de raízes espessas, atrofiadas, curvas, 

com alteração na coloração e com redução na formação de raízes laterais e de 

pelos radiculares (Čiamporová, 2002). A superfície da raiz também pode apresentar 

rupturas transversais quando a planta é exposta a níveis tóxicos de Al. A deposição 

de lignina causa distorções na parede celular que podem induzir a ruptura das 

células e, consequentemente, da rizoderme e de camadas externas do córtex 

(Matsumoto e Motoda, 2012). As rupturas podem levar à morte das células da 

epiderme, hipoderme e até mesmo as do córtex (Delhaize e Ryan, 1995; Yamamoto 

et al., 2001; Čiamporová, 2002; Jones et al., 2006). 

O Al3+ sofre atração eletrostática na presença de doadores de oxigênio. 

Portanto, liga-se fortemente às pectinas das paredes celulares, bem como 

carboxilatos e fosfatos (Yamamoto et al., 2001). Com isso, a integridade e fluidez da 

membrana plasmática são afetadas, além do sistema transmembrana de transporte 

de íons (Echart e Cavalli-Molina, 2001). Despolarização da membrana plasmática 

em decorrência da inibição de H+-ATPases, com consequente formação e 

manutenção do gradiente de prótons transmembrana, foi observada em sistemas 

vegetais tratados com Al (Kochian et al., 2005). Ahn et al. (2004) demonstraram que 



3 

4 h de tratamento com Al foram suficientes para diminuir, in vivo, o transporte de H+ 

pela  H+-ATPase em vesículas do ápice radicular de T. aestivum cv. ES8 (sensível 

ao Al). 

A formação de calose é rapidamente induzida por Al, sendo sua detecção 

comumente utilizada para classificar plantas quanto ao grau de sensibilidade ao Al 

(Horst et al., 1997). A síntese de calose depende da presença de Ca2+ e pode 

causar danos celulares pela inibição do transporte via conexões plasmodésmicas. O 

Al causa a mobilização do Ca2+ a partir da superfície da membrana plasmática para 

o apoplasto, ocasionando, assim, a formação de calose (Sivaguru et al., 1999). A 

formação de calose também pode ocorrer a partir da abertura de canais de Ca2+, 

estimulada pelo Al3+, levando ao aumento da concentração de Ca2+ no citoplasma 

(Echart e Cavalli-Molina, 2001). 

O Al3+ pode interagir com macromoléculas, desencadeando distúrbios nas 

organelas celulares. Alterações estruturais foram observadas em células de tabaco 

tratadas com Al, a citar: dilatação das mitocôndrias, aumento do número de vacúolos 

e ocorrência de distúrbios estruturais na membrana plasmática e no núcleo, típicos 

de células que estão em fase inicial de morte celular (Panda et al., 2008).  

Apesar de todos os efeitos tóxicos proporcionados pelo Al, muitas espécies 

nativas são capazes de prosperar em ambientes de solos ácidos por desenvolverem 

mecanismos de ajustes metabólicos que melhoram suas chances de sobrevivência 

nesse ambiente. Exemplos desses mecanismos incluem: i) exclusão de Al3+ pelas 

raízes, por meio da liberação de ácidos orgânicos, como o malato e o citrato, 

capazes de complexar o Al de maneira estável (mecanismo de resistência); ii) 

compartimentalização de Al3+, acumulando-o em vacúolos (mecanismo de 

tolerância) (Ryan et al., 2011). A inibição de H+-ATPases de raízes de T. aestivum 

sensíveis ao Al foi revertida por malato em sistemas sob estresse por Al3+ (Ahn et al., 

2004). 

Algumas plantas cultivadas, como o trigo, foram submetidas a melhoramentos 

genéticos com o intuito de incorporar, em tais plantas, mecanismos de tolerância e 

resistência à toxicidade do Al. Já foi identificado em alguns cultivares de T. aestivum 

a presença de um gene transportador de malato ativado por Al (ALMT1) (Sasaki et 

al., 2004). Também foram encontradas evidências de que o efluxo de citrato via 

proteínas da família MATE, é um mecanismo secundário de resistência ao Al em 

trigo (Ryan et al., 2009). Kidd et al. (2001) relataram que o estresse por Al estimulou 
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a exsudação de oxalacetato em três cultivares de Zea mays L. e desencadeou a 

liberação de compostos fenólicos, como quercetina e catequina, que parecem 

funcionar como substâncias que atuam na tolerância da planta ao Al. A maioria das 

tentativas para melhorar a resistência de plantas ao Al3+, utilizando engenharia 

genética, tem como alvo os genes induzidos por Al ou os que poderiam aumentar o 

efluxo de ácidos orgânicos. Atualmente, o melhoramento vegetal é considerado uma 

ótima ferramenta para aumentar o crescimento e a produtividade em solos ácidos 

ricos em Al3+ (Ryan et al., 2011).  

1.1. Alumínio e estresse oxidativo 

O aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS, do inglês 

reactive oxygen species) é uma das respostas celulares primárias a diferentes tipos 

de estresses, como aqueles desencadeados por alumínio, cádmio ou cromo (Panda 

e Choudhury, 2005; Semane et al., 2007; Panda et al., 2009; Marques e Soares, 

2011). A superprodução de ROS é, principalmente, desencadeada pela 

intensificação do vazamento de elétrons na cadeia de transporte de elétrons da 

mitocôndria e do cloroplasto. Exemplos de ROS incluem o ânion superóxido (•O2
-), o 

radical hidroxil (•OH), o peróxido de hidrogênio (H2O2), o oxigênio singleto (1O2
*) etc 

(Richards et al., 1998; Yamamoto et al., 2002; Panda et al., 2009). Yamamoto et al. 

(2003) detectaram níveis aumentados de ROS em ápices de plântulas de Pisum 

sativum L. após 2 h de exposição ao Al3+. Os níveis de ROS aumentaram ainda mais 

com o aumento do tempo de exposição das plântulas a este cátion. O tratamento por 

10 min com Al3+ aumentou da produção de ROS em células da epiderme de raízes 

de milho (Jones et al., 2006). Depleção da síntese de ATP, inibição da respiração e 

perda da capacidade de crescimento foram eventos observados simultaneamente ao 

acúmulo de ROS em cultura de células de Nicotiana tabacum L. e raízes de P. 

sativum tratadas com Al (Yamamoto et al., 2002). O Al também induziu, em 

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., a expressão de genes que codificam enzimas do 

sistema antioxidante tais como glutationa S-transferase, peroxidase e proteínas que 

ligam cobre (Richards et al., 1998).  

A deposição de lignina em plântulas de Triticum aestivum estressadas com 

Al3+ está associada com o aumento da concentração de H2O2 nas células (Hossain 

et al., 2005). O H2O2 contribui para a polimerização de compostos fenólicos 
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formando lignina, que causa aumento na rigidez da parede celular (Matsumoto e 

Motoda, 2012).  

O aumento de ROS desencadeado por Al foi correlacionado aos elevados 

níveis de lipídios, proteínas e ácidos nucleicos oxidados (Hamel et al., 1998; 

Yamamoto et al., 2001). A peroxidação de lipídios causada pelo estresse por Al foi 

documentada em várias espécies, como cevada (Guo et al., 2004), arroz (Meriga et 

al., 2004), sorgo (Peixoto et al., 1999) e trigo (Hossain et al., 2005). Yamamoto et al. 

(2001) observaram que o acúmulo de lipídios peroxidados na superfície do ápice 

radicular de plântulas de P. sativum tratadas com Al3+ocorreu nos mesmos sítios em 

que foi observada a formação de calose. A integridade da membrana, contudo, só foi 

afetada na extremidade das rupturas da epiderme radicular. Posteriormente, 

Yamamoto et al. (2003) concluíram que o aumento da peroxidação de lipídios é um 

sintoma do acúmulo de Al, ocasionado logo após a imposição do estresse, e parece 

causar aumento da produção de calose, mas não a inibição do alongamento 

radicular. Resultados contrastantes foram obtidos por Boscolo et al. (2003), que 

observaram que os níveis de hidroperóxidos de lipídios em milho não foram afetados 

pelo tratamento das plantas com Al. 

A Figura 1 mostra uma representação esquemática do processo de formação 

de hidroperóxidos de lipídios em células vegetais. As membranas biológicas são 

constituídas de lipídios insaturados que são os primeiros alvos de ROS. A 

peroxidação lipídica se inicia pelo ataque à bicamada lipídica por qualquer espécie 

suficientemente reativa para abstrair um átomo de hidrogênio bis-alílico de um ácido 

graxo poliinsaturado (Loureiro et al., 2002). Foi verificado que espécies tais como 

•OH, HO2
• e •NO2 podem promover essa oxidação. Assim, ocorre a formação de uma 

espécie radicalar de carbono a partir do esqueleto lipídico. A instabilidade desse 

radical lipídico leva a um rearranjo molecular e à formação de um dieno conjugado. 

A reação com o oxigênio molecular (O2) presente no meio leva à formação do radical 

peroxil (LOO•). O radical LOO• pode combinar com o hidrogênio radicalar (•H) 

abstraído para formar um hidroperóxido de lipídio (LOOH) ou entrar em fase de 

propagação, reagindo com outro ácido graxo poliinsaturado, iniciando uma nova 

cadeia de oxidação a partir da formação de outro radical lipídico. Radicais alcoxilas 

podem abstrair átomos de hidrogênio de lipídios poliinsaturados, auxiliando na 

formação de outros radicais lipídicos, que podem contribuir para a propagação da 

peroxidação lipídica (Loureiro et al., 2002). 
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Figura 1. Representação esquemática da reação de formação de hidroperóxidos de lipídios (LOOH) 

em células vegetais. Espécies radicalares, tais como o radical hidroxil (
•
OH), promovem a quebra 

homolítica da ligação C-H, liberando o radical 
•
H (oriundo do hidrogênio alílico). A espécie radicalar de 

carbono recém formada é muito instável, levando ao rearranjo molecular para a formação de um 

dieno conjugado, que é mais estável. O O2 reage com o dieno conjugado radicalar formando o radical 

peroxil (LOO
•
), que pode proporcionar a peroxidação em cadeia de outros lipídios ou então abstrair 

um H
•
 do meio para formar o hidroperóxido de lipídio correspondente (LOOH). Os grupos R

1
 e R

2
 

foram utilizados para indicar que a cadeia carbônica dos ácidos graxos que constituem os lipídios 

apresenta tamanho variável. LOOH, hidroperóxido de lipídio. Reproduzido de Faria (2010). 

A oxidação de proteína é definida como a modificação covalente de uma 

proteína, induzida por ROS, espécies reativas de nitrogênio (RNS) ou por produtos 

do estresse oxidativo. A maioria dos processos de oxidação proteica é 

essencialmente irreversível, exceto aquelas que envolvem resíduos de L-cisteína 

cuja oxidação de seu grupo –SH compreende um mecanismo importante de 

regulação da função de certas enzimas. Assim, a detecção de proteínas oxidadas é 

uma modificação amplamente utilizada como marcador diagnóstico de estresse 

oxidativo (Møller et al., 2007). A oxidação de proteínas causada pelo estresse por Al 

foi documentada em várias espécies, como Zea mays L. (Boscolo et al., 2003), 

Hordeum vulgare L. (Achary et al., 2012), Allium cepa L. (Achary et al., 2008) e 

Cucumis sativus L. (Pereira et al., 2010). A oxidação de cadeias laterais de resíduos 

de aminoácidos, como Arg, His, Lys, Pro, Thr e Trp gera grupos carbonila livres. 
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Este é o tipo de oxidação de proteínas irreversível mais comum (Møller et al., 2007). 

Proteínas carboniladas podem ser encontradas normalmente nos tecidos, mas em 

condições de estresse, o aumento de carbonilação pode comprometer o 

metabolismo normal do organismo e até levar à morte celular (Møller e Kristensen, 

2004). 

As células vegetais possuem um sistema de defesa antioxidante composto 

por enzimas, como catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), superóxido 

dismutase (SOD), monodehidroascorbato redutase (MDHAR), dehidroascorbato 

redutase (DHAR), glutationa S-transferase (GST), glutationa redutase (GR) e 

glutationa peroxidases (GSH-PX), além de metabólitos antioxidantes, como 

ascorbato, glutationa, α-tocoferol, carotenoides e flavonoides. As substâncias 

supracitadas são responsáveis pela manutenção de ROS em níveis que não 

prejudiquem o funcionamento normal das células (Hossain et al., 2005).  

As peroxidases totais (PXs) e CATs são os sistemas que atuam na remoção 

enzimática do H2O2 em plantas, decompondo-o a H2O e O2 (Willekens et al., 1995). 

A decomposição mediada por PXs é assistida por um agente redutor (doador de 

elétrons) que pode ser um metal ou um composto orgânico. Assim, as PXs são 

classificadas de acordo com o doador de elétrons. O mecanismo de decomposição 

de H2O2 por CATs não demanda a presença de agente redutor, sendo tais enzimas 

amplamente encontradas nos peroxissomos (Willekens et al., 1995). Em condições 

fisiológicas, as APXs são responsáveis pela rápida redução do H2O2, em um 

processo mediado pelo ácido ascórbico. As enzimas dessa família são encontradas 

em vários compartimentos celulares, como cloroplastos, mitocôndrias, citosol e 

peroxissomos (Pereira et al., 2005). As CATs possuem uma taxa de turnover muito 

rápida, mas sua afinidade pelo H2O2 é inferior àquela da APX, uma vez que o Km do 

H2O2 para esta última é muito menor (na ordem de 100 µmol L-1). Assim, a atividade 

das APXs é mais expressiva em condições de baixa produção de H2O2. Contudo, 

em situações de estresse, quando a produção de ROS está aumentada, a atividade 

das CATs torna-se muito relevante (Mhamdi et al., 2010). O sistema antioxidante 

baseado na atividade das GSH-PXs envolve a redução de hidroperóxidos de lipídios 

(LOOH) aos correspondentes alcoóis (Huber et al., 2008). 

As SODs são metaloenzimas responsáveis pela dismutação do ●O2
- em H2O2, 

que então pode ser decomposto pelas CATs, APXs e/ou GSH-PXs. O ●O2
- é 

produzido em vários compartimentos celulares, como mitocôndrias, cloroplastos, 
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peroxissomos, apoplasto e citosol. Como a membrana plasmática é impermeável a 

espécies carregadas, é crucial que as SODs estejam presentes em todos os 

compartimentos em que ●O2
- é formado (Alscher et al., 2002). 

Alguns trabalhos já documentaram a produção de ROS e alteração no 

sistema antioxidante enzimático em decorrência da exposição do órgão vegetal ao 

Al3+. Liu et al. (2008) relataram aumento das atividades APX e SOD em cultivares de 

triticale com tolerância diferencial ao Al, sendo que o cultivar sensível mostrou 

alteração a partir de 6 h de exposição ao Al e o resistente, apenas após 12 h. 

Boscolo et al. (2003) também relataram aumento das atividades da APX e SOD em 

cultivares de Z. mays após estresse por Al3+. Ghanati et al. (2005) observaram 

aumento nas atividades SOD, CAT e APX após tratamento de Camellia sinensis L. 

com Al3+. O aumento da atividade das enzimas do sistema antioxidante em plantas 

submetidas a algum tipo de estresse abiótico contribui para a manutenção da 

integridade da membrana plasmática e atraso da lignificação dos tecidos. 

1.2. O óxido nítrico e o estresse por alumínio 

O óxido nítrico (NO), uma RNS, é um sinalizador celular gasoso e de fácil 

permeabilidade em membrana (Corpas et al., 2004). Ele influencia diversos 

processos fisiológicos, como a germinação de sementes (Sírová et al., 2011), o 

crescimento e desenvolvimento de raízes adventícias (Correa-Aragunde et al., 

2004), a fotomorfogênese (Pagnussat et al., 2002; 2003), a senescência (Magalhaes 

et al., 2000), o movimento estomático (Sakihama et al., 2003), a lignificação de 

parede celular (Ferrer e Ros Barceló, 1999), a atividade de enzimas do sistema 

antioxidante (Clark et al., 2000), a indução da morte celular (Delledonne et al., 1998; 

Saviani et al., 2002), a sinalização por citocininas (Shen et al., 2012) entre outros. 

Além disso, o NO está envolvido na resposta e aclimatação de plantas a diversos 

estresses abióticos, como seca (Mata e Lamattina, 2001; Shi et al., 2012), alta 

salinidade (Zhang et al., 2006) e exposição ao cádmio (Rodríguez-Serrano et al., 

2006; Singh et al., 2008), além de estresses bióticos (Modolo et al., 2002; 2005; 

2006; Modolo, 2011).  

A biossíntese do NO em células vegetais pode ocorrer a partir da atividade de 

uma série de enzimas, a citar: nitrato redutase, que utiliza NO3
- como substrato 

(Magalhaes et al., 2000; Rockel et al., 2002); nitrito redutase (Kuznetsova et al., 

2004; Kolbert et al., 2008); proteínas do tipo óxido nítrico sintase (NOS) de 
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mamíferos, que utilizam L-arginina como substrato (Modolo et al., 2002; Corpas et 

al., 2006), dentre outras. Mecanismos não enzimáticos também podem contribuir 

para a síntese de NO em células. Shi et al. (2012) relataram aumento no conteúdo 

de NO em plântulas de A. thaliana que superexpressavam o gene neuronal de ratos, 

que codifica uma NOS, contribuiu para a tolerância das plantas a estresses 

abióticos, como alta salinidade e déficit hídrico (Shi et al., 2012). 

Alguns pesquisadores investigaram a importância do NO na resposta de 

plantas ao estresse por Al3+ (Wang e Yang, 2005; Illéš et al., 2006; Tian et al., 2007; 

Xue et al., 2008; Wang et al., 2010; Marciano et al., 2010; He et al., 2012; Alvim et 

al., 2012). Hibiscus moscheutos L. apresentou inibição do crescimento radicular 

após 1 h de exposição a AlCl3 100 µmol L-1 (pH 4,5). Esse efeito foi acompanhado 

da inibição da atividade de uma enzima do tipo NOS que resultou na diminuição da 

concentração de NO. Porém, o alongamento radicular foi recuperado quando as 

raízes foram incubadas com solução contendo Al3+ e nitroprussiato de sódio (SNP), 

um liberador de NO, sugerindo que esta RNS atenua os efeitos tóxicos do Al3+ (Tian 

et al., 2007). Raízes de C. tora pré-tratadas por 12 h com SNP 0,4 mmol L-1 e, em 

seguida, expostas a Al3+ 10 µmol L-1 por 24 h apresentaram raízes maiores e com 

menor acúmulo de Al, quando comparadas às raízes sem tratamento com SNP 

(Wang e Yang, 2005). Illéš et al. (2006) observaram que células da parte distal da 

zona de transição da raiz de A. thaliana produziram grandes quantidades de NO, 

mas que a produção foi inibida pelo tratamento com Al3+ 90 µmol L-1 por 1 h. É 

sugerido que o NO desencadeia tolerância ao Al3+ em raízes de Phaseolus vulgaris 

L., pois o tratamento de plântulas com Al3+ por 24 h levou à inibição do crescimento 

radicular em decorrência do seu acúmulo no ápice. Os efeitos do Al foram 

minimizados pelo tratamento com SNP. O tratamento com um sequestrador de NO 

ou um inibidor da atividade nitrato redutase resgataram, no órgão, os efeitos tóxicos 

do Al. O tratamento com SNP também levou à diminuição da peroxidação lipídica e 

da produção de ROS (Wang et al., 2010). A atividade de peroxidases associadas à 

síntese de lignina foi induzida por Al3+ em C. tora. Contudo, o tratamento das plantas 

com SNP promoveu a tolerância ao Al, diminuindo a atividade da PX apoplástica e, 

consequentemente, o acúmulo de lignina e H2O2 (Xue et al., 2008). O NO neutralizou 

os efeitos inibitórios do Al na germinação de sementes de Oryza sativa L. e estudos 

histoquímicos mostraram que o Al3+ é capaz de estimular a produção de NO em 

raízes desta espécie (Marciano et al., 2010; Alvim et al., 2012). 
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As evidências até então reportadas sugerem um efeito protetor do NO em 

plantas expostas a níveis tóxicos de Al3+. 

1.3. As auxinas e o estresse por alumínio 

As auxinas compreendem a primeira classe de moléculas orgânicas 

reconhecida como hormônio em plantas, sendo o ácido indol-3-acético (AIA) a 

auxina mais abundante em vegetais. As auxinas influenciam vários processos 

relacionados ao crescimento e desenvolvimento das plantas tais como, alongamento 

e expansão celular, respostas à luz e à gravidade e desenvolvimento vascular e da 

arquitetura geral da raiz e ápice caulinar (Pagnussat et al., 2003). O AIA é 

sintetizado, principalmente, nos meristemas apicais de caules e folhas jovens. Tais 

tecidos apresentam rápida divisão e expansão celular (Ljung et al., 2001). O 

hormônio é então transportado destes tecidos até o ápice radicular por meio de um 

transporte polar unidirecional. Este transporte ocorre, principalmente, célula a célula 

no parênquima vascular, com gasto de energia (Zažímalová et al., 2007). O fluxo de 

AIA também pode ocorrer via floema a partir dos locais de síntese para a raiz, porém 

em menor taxa (Zažímalová et al., 2010). Na parte aérea, o fluxo de AIA segue o 

sentido do ápice para a base (transporte basípeto). Nas raízes, o fluxo pode ser da 

base para o ápice (transporte acrópeto, nas células do parênquima vascular), e do 

ápice para a base (transporte basípeto, nas células da epiderme e da coifa) (Swarup 

et al., 2001). Em razão da existência de múltiplas vias de sinalização estimuladas 

por AIA, a inibição de seu fluxo na planta pode levar a prejuízos no crescimento e 

modificação da morfologia dos tecidos (Friml e Palme, 2002; Zažímalová et al., 

2007). 

O influxo de AIA nas células pode ocorrer de duas maneiras. Uma delas seria 

por difusão passiva, da forma protonada, através da membrana. A outra seria por 

transporte secundário ativo do tipo simporte, na qual a espécie dissociada (AIA-), 

passa pela membrana por meio de um processo dependente da H+-ATPase e do pH 

do apoplasto. Este transportador simporte cotransporta dois prótons junto com o AIA- 

(Kerr e Bennett, 2007). Em decorrência do pH do citoplasma (7,0), as auxinas 

protonadas sofrem desprotonação, formando AIA-. Transportadores AUX1 foram 

identificados como proteínas permeases capazes de promover o influxo de AIA nas 

células (Bennett et al., 1996). Swarup et al. (2001) mostraram, por meio de técnica 

de imunolocalização, que AUX1 medeia um duplo transporte de AIA no ápice 
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radicular de Arabidopsis, facilitando o fluxo acrópeto no protofloema e o fluxo 

basípeto nas células laterais da coifa. Rubery e Sheldrake (1974) propuseram a 

hipótese quimiosmótica, segundo a qual o fluxo polar de auxina é consequência de 

uma localização assimétrica de transportadores de efluxo de auxina. Essa hipótese 

foi confirmada posteriormente, a partir da detecção de proteínas da família PIN, hoje 

reconhecidas como as responsáveis pelo efluxo de AIA, distribuídas 

assimetricamente nas membranas celulares e alinhadas com a direção do transporte 

de AIA (Gälweiler et al., 1998).  

Bennet e Breen (1991) descreveram várias alterações na ultraestrutura das 

células da coifa em raízes de milho, após 2 h de tratamento com Al3+. Foi sugerido 

que a inibição do crescimento radicular por Al3+ está associada às alterações nos 

níveis de hormônios vegetais e segundo-mensageiros no ápice de raízes (Bennet e 

Breen, 1991). Interessantemente, Hasenstein e Evans (1988) observaram que o AI 

afeta a direção do transporte de auxina em ápices radiculares de milho. Kollmeier et 

al. (2000) relataram que o tratamento da zona de transição distal de Z. mays com 

Al3+ 90 µmol L-1 por 1 h inibiu a expansão celular na zona principal de alongamento, 

na mesma extensão que o tratamento do ápice radicular com este cátion. A 

aplicação de AIA apenas na zona de alongamento reverteu a inibição do 

alongamento radicular por Al aplicado à zona de transição distal.  

Também foi sugerido que a inibição do crescimento de raízes de A. thaliana 

por Al esteja vinculada ao efeito negativo deste metal no transporte de vesículas de 

proteínas PIN2 (responsáveis pelo efluxo de auxina) entre a membrana plasmática e 

os endossomos (Shen et al., 2008). O bloqueio do transporte de auxina nas células 

foi comprovado pela diminuição em 34% dos níveis deste hormônio na zona de 

transição de raízes tratadas com Al em comparação às raízes não tratadas (Shen et 

al., 2008). Análises de qRT-PCR e Western-blotting mostraram que os níveis de 

transcritos de PIN2 e a distribuição de proteínas PIN2 nos endossomos diminuíram 

após estresse por Al. Isso sugere que o Al inibe o transporte de vesículas de PIN2 

entre membrana plasmática e endossomos (Shen et al., 2008). 

1.4. O óxido nítrico e a via de sinalização por auxinas na resposta ao alumínio 

A ação do NO na regulação da sinalização por AIA já foi documentada. 

Estudos com milho realizados por Gouvêa et al. (1997) sugeriram que o NO induz o 

alongamento radicular. Estas evidências sugerem que o NO pode estimular vias de 
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transdução de sinal similares àquelas desencadeadas por AIA. Pagnussat et al. 

(2002; 2003) demonstraram que o NO e a guanosina monofosfato cíclica (cGMP) 

medeiam a resposta do AIA durante a formação de raízes adventícias em C. sativus. 

Yadav et al. (2010) demonstraram que a indução da formação de raízes adventícias 

em hipocótilos de Helianthus annuus L. cv. Morden pelo AIA é dependente de NO. 

Pii et al. (2007) observaram que a formação de nódulos de Rhizobium em 

leguminosas do gênero Medicago ocorreu em função de um aumento da síntese de 

AIA e NO e que, este último, aumenta a expressão de genes que codificam 

transportadores de efluxo de auxina. Kolbert et al. (2008) mostraram, a partir de 

evidências genéticas e farmacológicas, que a indução por auxina do 

desenvolvimento de raízes laterais em A. thaliana é acompanhada da produção de 

NO a partir da atividade nitrato redutase. Terrile et al. (2011) mostraram que o 

tratamento de raízes de A. thaliana com AIA 1 µmol L-1 por 90 min induziu a 

produção de NO. Ainda, a expressão gênica estimulada por AIA foi mediada por NO, 

que promoveu a degradação de repressores de auxina do tipo Aux/AIA. 

Até o momento, há apenas dois relatos na literatura que abordam NO, auxina 

e resposta ao Al (Illéš et al., 2006; He et al., 2012). Porém, nenhum deles faz 

referência inequívoca a respeito do papel do NO sobre o fluxo de AIA em raízes sob 

estresse por Al. Os relatos de Illéš et al. (2006) mostram que o Al3+ inibe o fluxo de 

auxina na raiz e que a compartimentalização deste metal em endossomos reduz a 

síntese de NO nos ápices radiculares de A. thaliana. Ainda, estudo recente 

utilizando abordagem farmacológica sugere que o NO regula o equilíbrio hormonal 

em raízes de Secale cereale L. cv King e T. aestivum cv. Jinmai47 (He et al., 2012). 

Foi proposto que o NO exógeno reduziu o efeito inibitório do Al sobre o alongamento 

radicular ao diminuir a razão AIA/giberelinas e AIA/citocininas. Contudo, este estudo 

apresenta várias conclusões controversas, todas fundamentadas em procedimentos 

experimentais de quantificação de hormônios um tanto quanto questionáveis. 

Diante do cenário científico atual, este trabalho visou ao estudo da possível 

relação entre o NO, o fluxo de AIA e o sistema antioxidante enzimático de células de 

raízes de T. aestivum sob tratamento com Al3+. 

2. Justificativa e objetivos 

Grande parte dos solos brasileiros é de natureza ácida, apresentando níveis 

consideráveis de Al3+. Algumas espécies nativas, contudo, apresentam mecanismos 
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de tolerância ao Al3+ que garantem a sobrevivência da espécie sob tal condição 

desfavorável ao crescimento e desenvolvimento. O entendimento das alterações 

bioquímicas que levam a planta a minimizar os efeitos citotóxicos deste metal é 

imprescindível tanto para fins de conservação de espécies nativas quanto para o 

melhoramento de plantas cultivadas. 

Sabe-se que o NO está envolvido na resposta de plantas a estresses bióticos 

e abióticos, como o imposto por Al3+ (Zhang et al., 2011). Além disso, o Al3+ inibe o 

crescimento de raízes (Illéš et al., 2006), processo fisiológico estimulado pelo 

hormônio AIA. Este trabalho teve como objetivo geral investigar uma possível 

relação entre a produção de NO, o fluxo de AIA e a eficiência do sistema 

antioxidante enzimático na resposta de raízes de T. aestivum ao Al3+. Para isso, 

foram utilizadas plântulas de T. aestivum cvs. BH1146 e Anahuac, tolerantes e 

sensíveis ao Al3+, respectivamente, em experimentos de estresse abiótico que 

visaram determinar: 

 o efeito de um liberador de NO e de substratos de síntese de NO na 

resposta de raízes ao estresse por Al3+; 

 a localização de Al3+ e NO em cortes de ápices radiculares; 

 a localização de ânion superóxido (•O2
-) e células mortas em cortes de 

ápices radiculares; 

 a quantidade de hidroperóxidos de lipídios, proteínas oxidadas e lignina 

em raízes; 

 a atividade de enzimas do sistema antioxidante em raízes; 

 a distribuição de AIA em cortes de ápices radiculares. 

Hipótese 

O tratamento com precursores de síntese de NO (NO3
- ou L-arginina) ou 

liberador de NO (GSNO) contribuem para a redução do estresse oxidativo e o 

restabelecimento do fluxo de AIA em raízes de T. aestivum tratadas com Al3+. 

3. Materiais e métodos 

3.1. Material vegetal e tratamento das plantas 

Os experimentos foram conduzidos com plântulas de T. aestivum cvs. 

BH1146 (tolerante ao Al) e Anahuac (sensível ao Al), cujas sementes foram 
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gentilmente cedidas pelo Dr. Antônio Wilson Penteado Ferreira Filho, do Instituto 

Agronômico de Campinas (SP). A classificação do cultivar Anahuac como sensível 

ao Al foi baseada na observação de que raízes primárias de tal cultivar 

apresentaram inibição de crescimento quando expostas a Al3+ 2 mg L-1 a pH 4,0, que 

equivale a 75 µmol Al3+ L-1 (Camargo et al., 1987; 1992). Em contraste, o cultivar 

BH1146 apresentou crescimento radicular considerável mesmo quando exposto a 

uma solução de Al3+ 10 mg L-1 a pH 4,0 (equivalente a 375 µmol L-1), sendo, 

portanto, considerado tolerante a este cátion (Camargo et al., 1987; 1992). 

Todas as vidrarias e materiais descartáveis utilizados na execução dos 

experimentos foram previamente descontaminados por 24 h em solução de ácido 

clorídrico (HCl) 3,7%. Para a germinação, as sementes foram desinfestadas com 

hipoclorito de sódio (NaClO) 1% (v/v) durante 5 min e posteriormente lavadas com 

água desionizada. Em seguida, as sementes foram enfileiradas sobre folhas de 

papel de filtro embebidas com solução aquosa de Nistatina® 0,2% (v/v), que foram 

enroladas (Figura 2A) e mantidas em câmara de germinação com fotoperíodo de 12 

h e temperatura de 25 ºC, por 4 dias. As plântulas foram então transferidas para 

potes plásticos de 500 mL cobertos por folhas de alumínio. Os sistemas radiculares 

de plântulas foram submetidos aos seguintes tratamentos hidropônicos a 

concentração de 300 µmol L-1, pH 7,0: a) Controle com água desionizada; b) KNO3; 

c) L-arginina (L-arg); d) S-nitrosoglutationa (GSNO). NO3
- e L-arg são precursores 

da síntese de NO e GSNO é um doador de NO (Wojtaszek, 2000; Modolo et al., 

2005). Após 24 h, as raízes foram lavadas e submetidas a um segundo tratamento 

(Ca2+ 200 µmol L-1 [controle] ou Al3+ 75 µmol L-1 em Ca2+ 200 µmol L-1) a pH 4,0. A 

concentração de Al3+ utilizada é aquela preconizada por Camargo et al. (1992) em 

estudos realizados com os mesmos cultivares de T. aestivum. Os sistemas 

radiculares foram coletados 48 h após o segundo tratamento, lavados 

abundantemente e utilizados em todas as análises subsequentes. Durante os 3 dias 

de tratamento, as plantas foram mantidas em sala de crescimento, a 30 ºC, sob 

iluminação constante a uma fluência média de luz de 191 μmols de fótons/m2 (Figura 

2B). 



15 

 

Figura 2. Imagens representativas da montagem dos experimentos de incubação das raízes de 

Triticum aestivum na presença ou não de Al
3+

. A, Preparo dos rolos de germinação de sementes para 

a obtenção de raízes retilíneas. B, Plântulas, cujas raízes foram submetidas aos tratamentos. 

3.2. Localização de óxido nítrico (NO) e Al3+ 

Cortes transversais, à mão livre, de cerca de 0,5 cm a partir do ápice 

radicular, foram incubados em soluções recém-preparadas de 4,5-

diaminofluoresceína diacetato (DAF-2DA) 10 μmol L-1 para detecção de NO (Modolo 

et al., 2006). Após 15 min de incubação no escuro e à temperatura ambiente, os 

cortes foram lavados em água desionizada, montados em Vectashield (Vector 

Laboratories Inc., Burlingame, CA) e analisados ao microscópio de epifluorescência 

(Olympus BX41) utilizando filtro de comprimento de onda de excitação e emissão de 

450 nm e 570 nm, respectivamente.  

Para a detecção de Al3+, cortes semelhantes aos anteriores e dos mesmos 

tratamentos foram incubados em solução de morina 100 μmol L-1 em tampão 

acetato, pH 5,0 (Tice et al.,1992). Após 1 h de incubação à temperatura ambiente, 

os cortes foram lavados em água desionizada, montados em lâminas e analisados 

ao microscópio de epifluorescência (Olympus BX41) utilizando filtro de excitação e 

emissão na faixa de 420-510 nm. Os cortes foram fotografados utilizando objetiva de 

10x e tempos de exposição de 1200 ms para DAF-2 DA e 200 ms para morina, com 

câmera digital (Olympus SC30). 

A localização de NO em raízes sob os vários tratamentos foi determinada 

empregando DAF-2DA. Este é um composto não fluorescente que se difunde 

facilmente através de membranas e, sob a ação de esterases intracelulares é 

hidrolisado em 4,5-diaminofluoresceína (DAF-2). O grupo diamino do DAF-2 é 

nitrosilado pelo NO existente no meio, na presença de O2, o que resulta em uma 

 A B
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nitrosamina que apresenta rearranjo de átomos formando triazolofluoresceína (DAF-

2T), que emite fluorescência verde esmeralda (Figura 3; Modolo, 2004). 

 

Figura 3. Representação esquemática da reação de detecção in situ de óxido nítrico (NO). DAF-2, 

4,5-diaminofluoresceína; DAF-2DA, 4,5-diaminofluoresceína diacetato; DAF-2T, triazolofluoresceína. 

Ac, grupo acetila. Reproduzido de Modolo (2004). 

A localização de Al3+ em cortes transversais de raízes foi feita utilizando o 

flavonoide morina, que, em meio ácido, forma um complexo com Al3+ e exibe 

fluorescência verde (Browne et al., 1990). Morina é um fluoróforo altamente sensível 

e pode detectar concentrações muito baixas de Al3+ em tecidos vegetais (Eggert, 

1970). Seu limite de detecção é inferior a 2 nmol de Al3+ L-1 (Lian et al., 2003).  

3.3. Localização de ânion superóxido (•O2
-) 

A localização de •O2
- foi realizada de acordo com Lee et al. (2002), com 

modificações. Cortes transversais, à mão livre, de cerca de 0,5 cm a partir do ápice 

radicular, foram infiltrados a vácuo por 10 min com tampão fosfato 100 mmol L-1 (pH 

7,6) contendo nitroblue tetrazolium (NBT) 0,2 g L-1. Os cortes foram incubados por 2 

h à temperatura ambiente e ausência de luz. Em seguida, os cortes foram lavados 

com água desionizada, montados em glicerina 50% e avaliados ao microscópio 

óptico (Olympus BX41), sob objetiva de 10x e fotografados com câmera digital 

(Olympus SC30), com tempo de exposição de 30 ms. 

A produção de •O2
- em raízes sob os diversos tratamentos impostos foi 

avaliada in situ empregando o reagente NBT. Esta técnica permite a determinação 

semi quantitativa da produção de •O2
- (Choi et al., 2006) em sistemas in vitro e in 

vivo. A quantidade relativa de •O2
- é determinada pelo número de células contendo 

depósitos de formazana, um composto de coloração azul formado a partir da 

redução do NBT, de coloração amarela (Figura 4).  
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Figura 4. Representação esquemática da reação do ânion superóxido (

•
O2

-
) com o nitroblue 

tetrazolium (NBT).  

3.4. Localização de células mortas 

A localização in situ de células mortas foi realizada de acordo com Rate et al. 

(1999), com modificações. Cortes transversais, à mão livre, de cerca de 0,5 cm a 

partir do ápice radicular, foram incubados por 5 min a 100 ºC em solução recém-

preparada de lactofenol (ácido lático, glicerol, fenol e água destilada 1:1:1:1; v/v/m/v) 

contendo azul de tripan 0,25 mg mL-1. Os tecidos vegetais foram lavados com 

solução alcoólica de lactofenol (etanol/lactofenol 2:1; v/v) por 5 min, seguido de 

lavagem em etanol 50% por 5 min para a remoção de reagente livre. Os cortes 

foram montados em glicerina 50%, avaliados ao microscópio óptico (Olympus BX41) 

sob objetiva de 10x e fotografados com câmera digital (Olympus SC30), com tempo 

de exposição de 30,0 ms. 

A localização de células mortas em raízes sob os vários tratamentos foi 

determinada empregando o corante azul de tripan em solução de lactofenol. Células 

vivas não incorporam o corante, pois possuem membranas intactas impermeáveis 

ao azul de tripan. No entanto, células mortas apresentam membranas com 

integridade e/ou seletividade reduzida, o que permite a entrada do azul de tripan no 

simplasto com subsequente coloração das células em tons que variam do violeta ao 

azul. 

3.5. Quantificação de lignina 

A extração da parede celular das raízes foi realizada de acordo com 

Tokunaga et al. (2005). As raízes intactas foram maceradas em N2 líquido e 

extraídas com 1 mL de etanol 95%. As amostras foram transferidas para tubos 

plásticos previamente pesados e os extratos centrifugados a 8.000 x g por 5 min. O 

pellet foi recolhido e lavado por três vezes com 1,5 mL de etanol 95%, seguindo 

duas lavagens com 1,5 mL de etanol/hexano (1:2; v/v). Os pellets foram secos 
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overnight a 70 °C em estufa de circulação forçada de ar e a massa das amostras de 

parede celular, registradas. O conteúdo de lignina das amostras foi determinado de 

acordo com Fukushima e Kerley (2011). A fração seca foi ressuspendida com 

brometo de acetila 25% em ácido acético glacial na proporção de 1 mL para 10 mg 

de parede celular e o sistema foi mantido em banho-maria a 50 ºC por 2 h. Após o 

resfriamento em banho de gelo, as misturas foram centrifugadas a 8.000 x g por 10 

min. A 0,5 mL do sobrenadante resultante foi adicionada uma solução de ácido 

acético contendo NaOH 0,3 mol L-1 e hidroxilamina 0,5 mol L-1. A mistura foi 

centrifugada a 10.000 x g por 5 min e o sobrenadante submetido à análise 

espectrofotométrica a 280 nm. O teor de lignina foi determinado utilizando a seguinte 

fórmula produzida a partir de uma curva padrão: X = (Y – 0,0009)/23,077, onde X é a 

concentração de lignina (mg mL-1), Y é a densidade óptica da amostra. O conteúdo 

de lignina nas raízes foi expresso em mg g-1 de massa seca de parede celular.  

3.6. Quantificação de hidroperóxidos de lipídios (LOOHs) 

A quantificação de LOOH em raízes foi realizada de acordo com DeLong et al. 

(2002) e Gay e Gebicki (2002), com modificações. As raízes intactas foram 

maceradas em N2 líquido na presença de polivinilpolipirrolidona (PVPP) na 

proporção de 30 mg para 0,3 g de material vegetal. Após a completa maceração foi 

acrescentada solução aquosa de etanol 80%, contendo hidroxitolueno butilado 

(BHT) 0,01% (m/v) (1 mL para 0,3 g de material vegetal). Os homogenatos foram 

centrifugados a 16.000 x g por 10 min. Vinte e cinco microlitros dos sobrenadantes 

foram adicionados individualmente a 25 μL de uma solução metanólica de 

trifenilfosfina (TFF) 10 mmol L-1 ou 25 μL de metanol. O sistema foi incubado por 30 

min à temperatura ambiente, sob agitação, seguindo a adição de 500 μL de solução 

recém-preparada do reagente FOX (metanol 90%, HClO4 110 mmol L-1, BHT 4 mmol 

L-1, sulfato ferroso amoniacal 2,5 mmol L-1 e alaranjado de xilenol 1 mmol L-1). As 

amostras foram incubadas por 10 min à temperatura ambiente na ausência de luz, 

sendo analisadas a 560 nm em leitor de microplacas (Thermo Scientific Multiskan 

Spectrum, modelo 1500). A quantidade de hidroperóxidos de lipídios foi determinada 

em termos de equivalentes de peróxido de hidrogênio (H2O2) utilizando este 

reagente puro (Merck) como padrão. Os resultados foram expressos em µmol de 

hidroperóxidos de lipídios g-1 de massa seca. 
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A quantificação de LOOH em raízes sob os vários tratamentos foi realizada a 

partir do uso de reagente FOX, que foi reconhecido como sendo mais sensível que o 

método baseado na detecção de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (do 

inglês, TBARS) (DeLong et al., 2002). Além disso, é uma técnica que não apresenta 

interferências do oxigênio do meio, apresenta boa linearidade e os resultados 

obtidos são altamente reprodutíveis (DeLong et al., 2002). O método do reagente 

FOX é baseado na oxidação de Fe2+ a Fe3+ por LOOH presentes em uma amostra 

vegetal em estudo. O Fe3+ se liga ao alaranjado de xilenol para formar um complexo 

de coloração que pode variar de alaranjada à púrpura, com máxima absorção de luz 

na faixa de 500 a 600 nm (DeLong et al., 2002; Pinto et al., 2007).  

O método usado para quantificar proteínas oxidadas baseia-se na reação 

entre a 2,4-dinitrofenihidrazina (2,4-DNPH) e grupamentos carbonilas presentes em 

cetonas ou aldeídos das proteínas (Figura 5). Grupos carbonilas são formados na 

estrutura de proteínas a partir da oxidação da cadeia lateral de resíduos de L-

histidina e L-triptofano. A base de Schiff resultante dessa reação (derivado 2,4-

dinitrofenilhidrazona) é estável, sendo detectada a 360 nm (Reznick e Packer, 1994; 

Klebl et al., 1998). 

 

 

Figura 5. Representação esquemática da reação utilizada para a detecção de proteínas oxidadas. 

Carbonilas cetônicas ou aldeídicas oriundas da oxidação de cadeias laterais de resíduos de L-

histidina e L-triptofano presentes nas proteínas reagem com 2,4-dinitrofenilhidrazina para formar uma 

fenilhidrazona de cor amarela. Reproduzido de Faria, 2010. 

3.7. Quantificação de proteínas oxidadas 

A determinação dos níveis de proteínas oxidadas foi realizada de acordo com 

Levine et al. (1990) e Reznick e Packer (1994), com modificações. As raízes inteiras 

foram maceradas em N2 líquido na presença de PVPP (0,3 g para 1 g de amostra). 

As proteínas solúveis foram extraídas com 1 mL de tampão HEPES 50 mmol L-1 (pH 

7,0). O homogenato foi centrifugado a 10.000 x g por 10 min a 4 ºC. Adicionou-se 

150 μL de uma solução de 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH) 8 mmol L-1 contendo 
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HCl 2 mol L-1 a 225 μL do sobrenadante resultante. Cada sistema foi incubado por 1 

h sob agitação, na ausência de luz e à temperatura ambiente. Aos sistemas foram 

adicionados 180 μL de ácido tricloroacético 30% (m/v) para proporcionar a 

precipitação das proteínas. As misturas foram centrifugadas a 10.000 x g por 10 min. 

O precipitado foi lavado três vezes com 500 μL de uma solução de etanol/acetato de 

etila (1:1; v/v) para a remoção de 2,4-DNPH livre. O material foi ressuspendido em 

360 μL de solução de guanidina 6 mol L-1, preparada em tampão fosfato 20 mmol  L-

1 (pH 2,3). As amostras foram, então, analisadas espectrofotometricamente na faixa 

de 300 a 400 nm em leitor de microplacas. A análise mostrou máxima absorção de 

luz a 360 nm para as amostras, sendo este comprimento de onda escolhido para a 

expressão dos resultados em nmol de carbonila mg-1 de proteína total. 

3.8. Determinação da atividade de enzimas do sistema antioxidante 

As raízes intactas das plântulas foram maceradas em N2 líquido na presença 

de PVPP (30 mg para 0,3 g de tecido vegetal) e as proteínas solúveis extraídas com 

solução composta de tampão fosfato 50 mmol L-1 (pH 6,8), ácido etilenodiamino 

tetra-acético (EDTA) 100 μmol L-1 e coquetel completo de inibidores de protease 

(Sigma). As amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por 15 min (4 ºC) e o 

sobrenadante utilizado para a determinação da atividade das enzimas superóxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX). 

A atividade SOD foi determinada de acordo com Giannopolitis e Ries (1977). Foi 

utilizado um meio de reação constituído de tampão fosfato 50 mmol L-1 (pH 7,8), L-

metionina 13 mmol L-1, NBT 75 μmol L-1, EDTA 100 μmol L-1 e riboflavina 2 μmol L-1. 

Dois conjuntos idênticos de reações foram acondicionados em câmara fechada, à 

temperatura ambiente por um período de 10 min, sendo um deles mantido na 

presença de luz (15 W) e o outro, a reação controle, mantida na ausência de luz. O 

azul de formazana resultante da fotorredução do NBT foi quantificado a 575 nm. Uma 

unidade de SOD foi definida como a quantidade da enzima necessária para inibir a 

fotorredução do NBT em 50%. O método utilizado para quantificar a atividade SOD 

baseou-se na produção artificial de •O2
- no meio de reação a partir da redução de O2 

na presença de riboflavina e L-metionina, em um processo dependente de luz. Uma 

vez formado no meio contendo o extrato proteico vegetal, o •O2
- servirá de substrato 

para a SOD. O •O2
- não dismutado pela SOD reduzirá o NBT, também adicionado ao 
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sistema, resultando na formação de uma formazana de coloração azul-violeta (Figura 

4) que é quantificada por medidas espectrofotométricas na região do visível.  

A atividade CAT foi determinada de acordo com Boscolo et al. (2003), com 

modificações. Foi utilizado um meio de reação constituído de tampão fosfato 50 

mmol L-1 (pH 6,8) e peróxido de hidrogênio (H2O2) 12,5 mmol L-1. A diminuição da 

absorbância a 240 nm devido ao decréscimo na concentração de H2O2 foi 

monitorada. Os cálculos foram feitos com base no coeficiente de extinção molar () 

de 39,4 L mol-1 cm-1. 

A atividade APX foi determinada de acordo com Nakano e Asada (1981). Foi 

utilizado um meio de reação constituído de tampão fosfato 50 mmol L-1 (pH 6,0), 

ácido ascórbico 1 mmol L-1 e H2O2 2 mmol L-1. A diminuição da concentração de 

ácido ascórbico no meio foi monitorada com medidas espectrofotométricas a 290 

nm. Os cálculos foram feitos com base no coeficiente de extinção molar () de 2,8 L 

mmol -1 cm-1. 

3.9. Determinação de proteínas totais 

A quantificação de proteínas totais nas amostras foi realizada pelo método de 

ligação ao coomassie blue (Bradford, 1976), utilizando albumina de soro bovino 

(BSA) como padrão. 

3.10. Localização imunohistoquímica de ácido indol-3-acético (AIA) 

A distribuição de AIA em ápices radiculares (0,5 cm) foi investigada de acordo 

com Moctezuma (1999) e Thomas et al. (2002) com modificações. As amostras 

foram pré-fixadas em solução aquosa recém-preparada de cloreto de 1-etil-3-(3-

dimetil-aminopropil)-carboxidiimida 4% (EDAC; Sigma) a partir de infiltração a vácuo 

e incubação por 4 h a 4 ºC. A pré-fixação garante a antigenicidade do AIA ao 

anticorpo monoclonal anti-AIA. As amostras foram fixadas utilizando solução de 

Karnovsky (glutaraldeído 5%, paraformaldeído 4% em tampão fosfato 0,2 mol L-1, pH 

7,2) (Karnovsky, 1965) a partir de infiltração à vácuo e incubação por 16 h à 4º C. O 

material foi desidratado em série butílica crescente (Johansen, 1940) e, 

posteriormente, incluído em Paraplast® (Kraus e Arduin, 1997) a 60 °C. Cortes 

longitudinais de 10 μm foram realizados com o auxílio de um micrótomo de rotação 

(Leica Jung Biocut 2035). Os cortes foram desparafinados, reidratados, incubados 
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em solução bloqueadora [tampão PBS 10 mmol L-1 (pH 7,0), tween-20 0,1%, glicina 

1,5% e BSA 5%] por 45 min e lavados em PBS 10 mmol L-1 (pH 7,0) contendo 

Tween-20 0,1% e BSA 0,8%. Os cortes foram incubados overnight a 4 ºC com 

anticorpo primário monoclonal anti-AIA (Sigma) 50 μg mL-1, preparado em mistura 

de PBS 10 mmol L-1 com BSA 0,8%. As amostras foram lavadas com solução 

diluente do anticorpo e incubadas por 7 h à temperatura ambiente na ausência de 

luz com anticorpo secundário conjugado anti-mouse IgG fosfatase alcalina (Sigma) 

diluído 20 vezes em uma mistura de PBS mmol L-1 com BSA 0,8%. Os cortes foram 

lavados com PBS 10 mmol L-1/BSA 0,8% e revelados com solução de NBT 0,34 g L-1 

em 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato 0,18 g L-1. Após 20 min a reação foi paralisada 

com Tris 100 mmol L-1 (pH 8,0) contendo EDTA 1 mmol L-1. Os cortes foram 

montados em solução de montagem (Sigma), avaliados ao microscópio óptico Leica 

DM500 sob objetiva de 10x e fotografados com câmera digital (Leica ICC50 HD). O 

controle negativo foi obtido a partir do tratamento de fragmentos de raízes de T. 

aestivum com uma solução de KPSC constituída de sacarose 2%, cloranfenicol 50 

µg mL-1 e tampão fosfato 10 mmol L-1 (pH 6) por 12 h (McClure e Guilfoyle, 1987). A 

solução de KPSC foi trocada após 1 h e 3 h de incubação. Para o controle positivo, 

os fragmentos foram incubados com KPSC por 4 h para remover a auxina 

endógena, seguido de tratamento por 8 h com uma solução de 2,4-ácido 

diclorofenoxiacético (2,4-D) µmol L-1. Após essas incubações, os controles foram 

tratados para a imunolocalização de AIA. Além dos tratamentos já descritos no item 

3.1, utilizou-se ácido 2,3,5-triiodobenzóico (TIBA) 10 µM sozinho ou em associação 

com GSNO, como pré-tratamento, por 24 h. 

A técnica de localização de AIA em cortes longitudinais de ápices radiculares 

baseou-se no uso de um anticorpo primário monoclonal capaz se ligar 

especificamente à auxina AIA. Os cortes foram posteriormente incubados com 

anticorpos secundários IgG (obtidos a partir de camundongos) conjugados com 

fosfatase alcalina que, na presença de NBT e 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato 

(BCIP) promove a formação da formazana correspondente e um dímero de 

coloração azul índigo (Figura 6). Sendo assim, a presença de AIA em raízes é 

verificada pela formação de um precipitado azul índigo como a apresentada na 

Figura 20, em cortes suplementados com 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), um 

análogo de auxina (tratamento KPSC + 2,4-D). Como controle-negativo, utilizou-se o 

tratamento com KPSC para a depleção de AIA endógeno (Figura 20). 



23 

N
H

OCl

Br

P

O-

O-

O

5-Bromo-4-cloro-3-indolil
fosfato (BCIP)

Fosfatase
alcalina

N
H

OCl

Br
+ PO4

3-

N
NN

N

NO2

N

N

NN

O2N

O O

N

NH

N

N

O2N

N

N

N

HN

NO2

O O
Nitroblue tetrazolium (NBT) Formazana

Br

Cl O

O Cl

Br

5-Bromo-4-cloro-3-indol
(BCI)

Dímero de BCI
(azul índigo)

- 2 H

 

Figura 6. Representação esquemática da reação de revelação de anticorpos anti-AIA na presença de 

fosfatase alcalina. Fosfatases alcalinas conjugadas ao anticorpo secundário IgG promovem a 

hídrolise da ligação fosfomonoéster presente na estrutura do 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP). 

O produto desta catálise (5-bromo-4-cloro-indolil; BCI) promove a conversão de nitroblue tetrazolium 

(NBT) à correspondente formazana, com formação de um precipitado azul índigo correspondente a 

um dímero de BCI. 

3.11. Análises estatísticas 

Os resultados foram analisados por meio de ANOVA one way com 

significância de 5% para comparação entre os diferentes tratamentos de um mesmo 

cultivar, utilizando o programa Systat 10.2 (Wilkinson, 2002).  

Após verificação de distribuição normal e variância homocedástica, os dados 

foram submetidos à análise estatística de variância ANOVA one way para dados 

paramétricos e Kruskal-Wallis para dados não paramétricos, com significância de 

5%, para comparação entre os diferentes tratamentos de um mesmo cultivar. Em 

seguida foi realizado teste de Tukey a 5% de significância, para comparações 

múltiplas entre os tratamentos.  

Para testar o efeito de cada tratamento entre os cultivares, os resultados 

obtidos foram analisados por teste t para duas amostras, no caso de dados 

paramétricos, ou por teste de Mann-Whitney, quando se tratou de dados não 

paramétricos.  
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4. Resultados 

4.1. Localização de óxido nítrico (NO) e Al3+ 

Raízes de ambos os cultivares não apresentaram autofluorescência. Raízes 

do cultivar tolerante, submetidas ao tratamento-controle (H2O/Ca2+) apresentaram 

NO principalmente no cilindro vascular, enquanto que a presença de NO foi 

detectada em algumas células do córtex de raízes de plântulas sensíveis ao Al 

(Figuras 7 e 8). Essa fluorescência corresponde ao NO produzido em condições 

fisiológicas. A intensidade de fluorescência verde exibida pelo cultivar tolerante 

(BH1146) demonstra que raízes do referido cultivar naturalmente sintetizam mais 

NO do que as do cultivar sensível (Anahuac) ao Al. Adicionalmente, os níveis 

endógenos de NO parecem aumentar mais expressivamente em raízes do cultivar 

tolerante do que nas do cultivar sensível, após 48 h de tratamento com Al3+. Como 

esperado, a intensidade de fluorescência foi bem maior nos cortes de raízes pré-

tratadas com um reconhecido liberador de NO (GSNO), em comparação aos 

tratamentos-controle. Resultado similar foi observado em cortes tratados com NO3
- 

ou L-arg, reconhecidos precursores da síntese de NO (Figuras 7 e 8). A intensidade 

da fluorescência aumentou ainda mais quando as raízes pré-submetidas ao 

tratamento com GSNO ou precursores de síntese de NO foram posteriormente 

tratadas com Al3+, principalmente no cultivar sensível (Figuras 7 e 8).  

Raízes do cultivar tolerante tratadas com GSNO, NO3
- ou L-arg e 

posteriormente expostas ao Al3+ apresentaram acúmulo de NO, principalmente, na 

endoderme e na epiderme enquanto que as raízes dos respectivos tratamentos 

controles exibiram fluorescência principalmente no cilindro vascular (Figura 8).  
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Figura 7. Localização de NO, por DAF-2DA, em cortes transversais de raízes de Triticum aestivum 

cv. Anahuac (sensível ao Al). Os tratamentos descritos antes da barra duraram 24 h enquanto que os 

depois da barra duraram 48 h. Foi utilizada solução de Al
3+

 75 µmol L
-1

 para a imposição do estresse. 

GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-arginina. As imagens são representativas de, pelo menos, dois 

experimentos independentes realizados em triplicata. 

 

Figura 8. Localização de NO, por DAF-2DA, em cortes transversais de raízes de Triticum aestivum 

cv. BH1146 (tolerante ao Al). Os tratamentos descritos antes da barra duraram 24 h enquanto que os 

depois da barra duraram 48 h. Foi utilizada solução de Al
3+

 75 µmol L
-1

 para a imposição do estresse. 

GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-arginina. As imagens são representativas de, pelo menos, dois 

experimentos independentes realizados em triplicata. 

As Figuras 9 e 10 apresentam micrografias representativas dos resultados de 

localização in situ de Al3+ em raízes de Triticum aestivum cvs. Anahuac e BH1146. 

Como esperado, raízes não-tratadas com Al3+ não apresentaram qualquer 
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fluorescência após incubação com morina (Figuras 9 e 10), indicando ausência de 

contaminação dos experimentos com esse cátion. Raízes de plântulas tolerantes 

tratadas com Al3+ apresentaram este cátion concentrado em células da epiderme e 

do córtex, enquanto que raízes de plântulas sensíveis apresentaram marcação 

fluorescente intensa correspondente à presença de Al3+ em praticamente todos os 

tecidos (Figuras 9 e 10). Interessantemente, a fluorescência em raízes de ambos os 

cultivares pré-tratados com GSNO, NO3
- ou L-arg foi menos intensa que aquela em 

raízes sob os tratamentos H2O/Al3+ (Figuras 9 e 10). Os pré-tratamentos pareceram 

diminuir o acúmulo de Al3+ no simplasto visto que este cátion foi detectado 

associado, principalmente, a núcleos e a membranas plasmáticas. O pré-tratamento 

com L-arg inibiu o acúmulo de Al3+ na epiderme de raízes de ambos os cultivares. 

 

Figura 9. Localização de Al
3+

, por morina, em cortes transversais de raízes de Triticum aestivum cv. 

Anahuac (sensível ao Al). Os tratamentos descritos antes da barra duraram 24 h enquanto que os 

depois da barra duraram 48 h. Foi utilizada solução de Al
3+

 75 µmol L
-1

 para a imposição do estresse.  

GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-arginina. As imagens são representativas de, pelo menos, dois 

experimentos independentes realizados em triplicata. 
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Figura 10. Localização de Al
3+

, por morina, em cortes transversais de raízes de Triticum aestivum cv. 

BH1146 (tolerante ao Al). Os tratamentos descritos antes da barra duraram 24 h enquanto que os 

depois da barra duraram 48 h. Foi utilizada solução de Al
3+

 75 µmol L
-1

 para a imposição do estresse. 

GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-arginina. As imagens são representativas de, pelo menos, dois 

experimentos independentes realizados em triplicata. 

4.2. Localização de ânion superóxido (•O2
-) 

As Figuras 11 e 12 apresentam micrografias dos resultados de localização in 

situ de •O2
- em raízes de cultivares de T. aestivum com tolerância diferencial ao Al3+. 

Os níveis endógenos de •O2
- (tratamento H2O/Ca2+) foram aparentemente maiores 

em células de raízes do cultivar sensível, dada a maior intensidade da coloração 

azul distribuída desde as camadas do córtex mais próximas à endoderme até às 

células do cilindro vascular (Figura 11). Distribuição similar de •O2
-, porém em menor 

intensidade, foi observada nos tecidos de raízes do cultivar tolerante (Figura 12). O 

tratamento H2O/Al3+ parece estimular o maior acúmulo de •O2
- em raízes do cultivar 

tolerante, com distribuição desde as células do córtex até às do cilindro central 

(Figura 12). Sob o mesmo tratamento, raízes do cultivar sensível acumularam •O2
- 

em poucas células do córtex, porém com ampla distribuição na endoderme (Figura 

11). O pré-tratamento das raízes com GSNO ou NO3
- diminuiu os níveis de •O2

- em 

ápices radiculares de ambos os cultivares, na presença de Al3+. O •O2
- localizado nas 

células sob esses tratamentos (GSNO/Al3+ ou NO3
-/Al3+) restringiu-se à endoderme e 

às células do córtex vicinais à endoderme. O pré-tratamento com L-arg, contudo, 

não foi capaz de conter a produção de •O2
- estimulada por Al, independentemente do 
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cultivar utilizado. Interessantemente, NO3
- por si só estimulou a formação de •O2

- 

(tratamentos NO3
-/Ca2+). 

 

Figura 11. Localização de 
•
O2

-
, com NBT, em cortes transversais de raízes de Triticum aestivum cv. 

Anahuac (sensível ao Al). Os tratamentos descritos antes da barra duraram 24 h enquanto que os 

depois da barra duraram 48 h. A presença de 
•
O2

-
 é evidenciada pela coloração azul. Foi utilizada 

solução de Al
3+

 75 µmol L
-1

 para a imposição do estresse. GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-

arginina. As imagens são representativas de, pelo menos, dois experimentos independentes 

realizados em triplicata. 

 

Figura 12. Localização de 
•
O2

-
, com NBT, em cortes transversais de raízes de Triticum aestivum cv. 

BH1146 (tolerante ao Al). Os tratamentos descritos antes da barra duraram 24 h enquanto que os 

depois da barra duraram 48 h. A presença de 
•
O2

-
 é evidenciada pela coloração azul. Foi utilizada 

solução de Al
3+

 75 µmol L
-1

 para a imposição do estresse. GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-

arginina. As imagens são representativas de, pelo menos, dois experimentos independentes 

realizados em triplicata. 
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4.3. Localização de células mortas 

Não foram encontradas células mortas em ápices de raízes-controle 

(tratamentos H2O/Ca2+) de ambos os cultivares (Figuras 13 e 14). O cultivar sensível 

ao Al apresentou várias células mortas desde a epiderme até a endoderme dos 

ápices radiculares após os tratamentos H2O/Al3+ (Figura 13). Notavelmente, 

nenhuma célula morta foi detectada em ápices radiculares do cultivar tolerante 

submetido ao estresse por Al (tratamentos H2O/Al3+; Figura 14). O pré-tratamento do 

cultivar sensível com GSNO preveniu a morte celular em raízes posteriormente 

incubadas com Al3+ enquanto que o pré-tratamento com NO3
- minimizou o 

surgimento de células mortas na epiderme e córtex e suprimiu a morte de células da 

endoderme (Figura 13). Constatou-se ausência de células mortas em raízes do 

cultivar tolerante sob os tratamentos GSNO/Al3+ e NO3
-/Al3+ (Figura 14). L-arg, NO3

- 

ou GSNO, por si só, (tratamentos L-arg/Ca2+, NO3
-/Ca2+, GSNO/Ca2+) estimularam a 

morte de células da epiderme, córtex, endoderme e cilindro vascular de ápices 

radiculares do cultivar sensível ao Al, enquanto que o tolerante não exibiu células 

mortas, salvo na epiderme de raízes tratadas com NO3
-/Ca2+ (Figuras 13 e 14). 
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Figura 13. Localização de células mortas, com azul de Tripan, em cortes transversais de raízes de 

Triticum aestivum cv. Anahuac (sensível ao Al). Os tratamentos descritos antes da barra duraram 24 

h enquanto que os depois da barra duraram 48 h. Foi utilizada solução de Al
3+

 75 µmol L
-1

 para a 

imposição do estresse. As células mortas foram evidenciadas pela coloração azul. GSNO, S-

nitrosoglutationa; L-arg, L-arginina. As imagens são representativas de, pelo menos, dois 

experimentos independentes realizados em triplicata. 

 

Figura 14. Localização de células mortas, com azul de Tripan, em cortes transversais de raízes de 

Triticum aestivum cv. BH1146 (tolerante ao Al). Os tratamentos descritos antes da barra duraram 24 h 

enquanto que os depois da barra duraram 48 h. Foi utilizada solução de Al
3+

 75 µmol L
-1

 para a 

imposição do estresse. As células mortas foram evidenciadas pela coloração azul. GSNO, S-

nitrosoglutationa; L-arg, L-arginina. As imagens são representativas de, pelo menos, dois 

experimentos independentes realizados em triplicata. 
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4.4. Quantificação de lignina 

A Figura 15 mostra que, de uma maneira geral, as células de raízes de ambos 

os cultivares apresentaram baixa quantidade de lignina e esta variou 

consideravelmente entre as amostras biológicas de um mesmo tratamento. Os 

níveis basais de lignina em raízes de plântulas sensíveis ao Al foram similares aos 

de raízes do cultivar tolerante (tratamentos H2O/Ca2+) e não variaram 

significativamente com a imposição do estresse (tratamentos H2O/Al3+). Apenas o 

pré-tratamento com GSNO foi capaz de afetar o acúmulo de lignina em raízes dos 

dois cultivares seguindo incubação com Al, reduzindo os níveis desse polímero 

fenólico em mais de 60%. O pré-tratamento com NO3
- inibiu o acúmulo de lignina em 

67% em raízes do cultivar tolerante sob estresse por Al (Figura 15). Tais pré-

tratamentos, contudo, não afetaram a deposição de lignina no cultivar sensível sob 

estresse por Al. O pré-tratamento com GSNO diminuiu a produção de lignina em 

42% e 37% em raízes dos cultivares sensível e tolerante, respectivamente, quando 

em condições fisiológicas (pós-tratamentos com Ca2+). 
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Figura 15. Efeito do NO sobre o acúmulo de lignina em raízes de Triticum aestivum. As raízes foram 

tratadas por 24 h com as soluções descritas antes da barra seguido dos tratamentos com CaCl2 200 

µM ou Al
3+

 75 µM em CaCl2 200 µM por 48 h. Os valores correspondem à média  erro padrão de 

experimentos realizados com cinco replicatas. GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-arginina. Letras 

minúsculas distintas representam diferenças significativas entre tratamentos do mesmo cultivar. 

Letras maiúsculas distintas indicam diferenças significativas entre os cultivares. 
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4.5. Quantificação de hidroperóxidos de lipídios (LOOHs) e proteínas oxidadas 

Níveis similares de LOOH (450 nmol g-1 massa seca) foram encontrados em 

raízes dos dois cultivares sob os tratamentos-controle (H2O/Ca2+; Figura 16A). O 

tratamento de raízes com Al3+ provocou redução significativa nos níveis de LOOH 

em 13,3% no cultivar sensível e 35,6% no cultivar tolerante ao Al, em relação aos 

tratamentos-controle. Comparados aos tratamentos com Al3+, os níveis de LOOH 

foram 33% e 41% menores em raízes dos cultivares sensível e tolerante, 

respectivamente, quando submetidas aos tratamentos GSNO/Al3+. Os menores 

níveis de LOOH em raízes do cultivar sensível ao Al (cerca de 200 nmol g-1 massa 

seca) foram alcançados quando os órgãos foram submetidos aos tratamentos NO3
-

/Al3+ e L-arg/Al3+ (Figura 16A). L-arg, mas não NO3
-, também estimulou diminuição 

mais expressiva dos níveis de LOOH em raízes do tolerante tratadas com Al3+, em 

comparação aos tratamentos H2O/Al3+. Em geral, o pré-tratamento com NO3
- não se 

mostrou eficiente na diminuição dos níveis de LOOH em raízes do cultivar tolerante 

ao Al, sendo, contudo, tão eficiente quanto L-arg e mais eficiente que o GSNO com 

respeito ao cultivar sensível. 

A Figura 16B apresenta os resultados de quantificação de proteínas oxidadas. 

Os níveis basais de proteínas oxidadas em raízes do cultivar tolerante foram 57% 

maiores do que aqueles encontrados em raízes de plântulas sensíveis ao Al 

(tratamentos H2O/Ca2+). A imposição do estresse por Al não causou quaisquer 

alterações significativas nos níveis de proteínas oxidadas, independentemente do 

cultivar estudado. Apesar de os tratamentos com GSNO/Ca2+, NO3
-/Ca2+ ou L-

arg/Ca2+ causarem aumento nos níveis de proteínas oxidadas em raízes do cultivar 

tolerante, o uso de liberador de NO ou substratos de sua síntese, associado ao 

estresse por Al, não afetou o processo de oxidação de proteínas. 
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Figura 16. Efeito do NO nos níveis de hidroperóxidos de lipídios (A) e proteínas oxidadas (B) em 

raízes de Triticum aestivum. As raízes foram tratadas por 24 h com as soluções descritas antes da 

barra seguido dos tratamentos com CaCl2 200 µM ou Al
3+

 75 µM em CaCl2 200 µM por 48 h. Os 

valores correspondem à média  erro padrão de experimentos realizados com, no mínimo cinco 

replicatas. GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-arginina; LOOH, hidroperóxidos de lipídios; MS, 

massa seca. Letras minúsculas distintas representam diferenças significativas entre tratamentos do 

mesmo cultivar, enquanto letras maiúsculas distintas indicam diferenças significativas entre 

tratamentos dos dois cultivares.  

4.6. Determinação da atividade de enzimas do sistema antioxidante 

A Figura 17 apresenta os resultados de quantificação da atividade SOD em 

raízes de cultivares de T. aestivum com tolerância diferencial ao Al3+. Em condições 

fisiológicas, raízes de plântulas tolerantes ao Al exibiram atividade SOD 10% maior 

que aquela detectada em plântulas sensíveis sob as mesmas condições 
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experimentais. A atividade SOD em raízes do cultivar tolerante foi estimulada em 22% 

por Al3+ quando comparada ao tratamento-controle. A atividade SOD não foi afetada 

pelo tratamento com Al3+ em raízes de plântulas sensíveis, mesmo em situações em 

que as plântulas foram pré-tratadas com GSNO ou L-arg. O NO3
- estimulou em 52% a 

atividade SOD no cultivar sensível, em resposta ao Al3+ e inibiu a atividade desta 

enzima em 29% no cultivar tolerante sob as mesmas circunstâncias. GSNO inibiu a 

atividade SOD em 29% no cultivar tolerante sob estresse por Al enquanto L-arg 

estimulou a atividade em 79%.  
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Figura 17. Efeito do NO na atividade superóxido dismutase (SOD) em raízes de Triticum aestivum. 

As raízes foram tratadas por 24 h com as soluções descritas antes da barra seguido dos tratamentos 

com CaCl2 200 µM ou Al
3+

 75 µM em CaCl2 200 µM por 48 h.  Os valores correspondem à média  

erro padrão de experimentos realizados com quatro replicatas. GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-

arginina. Letras minúsculas distintas representam diferenças significativas entre tratamentos do 

mesmo cultivar enquanto letras maiúsculas distintas indicam diferenças significativas entre 

tratamentos dos dois cultivares.  

A avaliação da atividade CAT se deu pela determinação do consumo de H2O2 

em meio de reação contendo o extrato vegetal. Em condições fisiológicas, raízes de 

plântulas tolerantes ao Al exibiram atividade CAT 13% maior que aquela detectada 

em plântulas sensíveis sob as mesmas condições experimentais. Similarmente ao 

observado para a atividade SOD, a atividade CAT em raízes do tolerante aumentou 

18% seguindo o estresse por Al e permaneceu inalterada nas raízes do sensível sob 

as mesmas condições experimentais (Figura 18). GSNO diminuiu em 21%, NO3
- 

aumentou em 29% e L-arg não alterou a atividade CAT em raízes do cultivar 

sensível em resposta ao Al. GSNO e NO3
- diminuíram em 21% a atividade CAT no 
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cultivar tolerante, enquanto que L-arg estimulou a atividade enzimática em 59% em 

raízes sob estresse por Al.  
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Figura 18. Efeito do NO na atividade catalase (CAT) em raízes de Triticum aestivum. As raízes foram 

tratadas por 24 h com as soluções descritas antes da barra seguido dos tratamentos com CaCl2 200 

µM ou Al
3+

 75 µM em CaCl2 200 µM por 48 h. Os valores correspondem à média  erro padrão de 

experimentos realizados com quatro replicatas. GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-arginina. Letras 

minúsculas distintas representam diferenças significativas entre tratamentos do mesmo cultivar 

enquanto letras maiúsculas distintas indicam diferenças significativas entre tratamentos dos dois 

cultivares.  

A avaliação da atividade APX se deu pela determinação do consumo de ácido 

ascórbico em função de sua oxidação por H2O2, assistida pelo extrato vegetal. Em 

condições fisiológicas, raízes de plântulas tolerantes ao Al exibiram atividade APX 

11% maior que aquela observada em plântulas sensíveis sob as mesmas condições 

experimentais (Figura 19). O tratamento com Al3+ afetou apenas a atividade APX das 

raízes de plântulas tolerantes que exibiram um aumento de 18% na capacidade de 

decompor H2O2 (tratamento H2O/Al3+). GSNO desencadeou, respectivamente, uma 

redução em 17% e 38% na atividade APX de plântulas sensíveis e tolerantes 

tratadas com Al3+. O pré-tratamento com L-arg também desencadeou a redução da 

atividade APX em raízes de ambos os cultivares, sob estresse (Figura 19). Sob tais 

condições, a atividade APX diminuiu em 41% nas raízes do sensível e 13% nas do 

tolerante, quando comparada aos resultados obtidos com os tratamentos H2O/Al3+. 

O pré-tratamento com NO3
-, seguido de incubação com Al3+, resultou em respostas 

contrastantes: plântulas sensíveis exibiram aumento de 29% na atividade APX 

enquanto a atividade nas tolerantes reduziu em 36%. Experimentos-controle 

revelaram que o GSNO causou redução na atividade APX basal do cultivar tolerante 
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sem afetar o sensível enquanto que o NO3
- reduziu a atividade no tolerante e 

aumentou no sensível ao Al (Figura 19; tratamentos GSNO/Ca2+ e NO3
-/Ca2+). L-arg 

afetou negativamente a atividade APX basal em ambos os cultivares (Figura 19; L-

arg/Ca2+). 
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Figura 19. Efeito do NO na atividade ascorbato peroxidase (APX) em raízes de Triticum aestivum. As 

raízes foram tratadas por 24 h com as soluções descritas antes da barra seguido dos tratamentos 

com CaCl2 200 µM ou Al
3+

 75 µM em CaCl2 200 µM por 48 h. Os valores correspondem à média  

erro padrão de experimentos realizados com quatro replicatas. GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-

arginina. Letras minúsculas distintas representam diferenças significativas entre tratamentos do 

mesmo cultivar enquanto letras maiúsculas distintas indicam diferenças significativas entre 

tratamentos dos dois cultivares.  

4.7. Localização imunohistoquímica de ácido indol-3-acético (AIA) 

Em condições fisiológicas, ambos os cultivares apresentaram AIA distribuído 

em células da protoderme, do procâmbio e do promeristema de ápices radiculares. A 

intensidade de coloração resultante da marcação de AIA foi maior no cultivar 

tolerante, sendo mais evidente no procâmbio e no meristema fundamental. 

Membranas e núcleos também apresentaram AIA (Figuras 21 e 22; tratamentos 

H2O/Ca2+). Os níveis de AIA em ápices de raízes do cultivar sensível foram menores 

que aqueles do cultivar tolerante ao Al (Figuras 21 e 22). O tratamento com Al3+ 

afetou negativamente os níveis de AIA nas raízes dos dois cultivares, sendo a 

redução mais expressiva nas plântulas sensíveis ao Al. Neste cultivar, poucas 

células da epiderme exibiram marcação correspondente ao AIA quando tratadas 

com Al3+. Já no cultivar tolerante, observou-se marcação para AIA no córtex e 

epiderme. De uma maneira geral, os pré-tratamentos estimularam o fluxo de AIA nas 
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raízes sob condições fisiológicas e esse efeito persistiu mesmo após o tratamento 

das raízes com Al3+ (Figuras 21 e 22). Os efeitos do NO3
- foram menos notórios no 

cultivar sensível que os observados no tolerante, sob as mesmas condições 

experimentais (Figuras 21 e 22). O pré-tratamento com GSNO, NO3
- ou L-arg 

estimulou o fluxo de AIA nas raízes sob estresse por Al3+, independentemente do 

cultivar. Em ambos os cultivares, os pré-tratamentos estimularam acúmulo de AIA 

nas células da epiderme, do promeristema, do procâmbio e do meristema 

fundamental. O pré-tratamento com ácido triiodobenzóico (TIBA), um inibidor de 

efluxo de auxina, reduziu os níveis basais de AIA em ápices radiculares de ambos 

os cultivares, sendo esta inibição intensificada em raízes subsequentemente 

expostas ao Al3+ (Figura 23). O GSNO, mesmo na presença de TIBA, estimulou 

acúmulo de AIA nos mesmos tecidos, a saber: protoderme, promeristema e 

procâmbio. É digno de nota que o pré-tratamento com TIBA causou um 

estrangulamento na zona de alongamento das raízes, independentemente do 

cultivar, além de comprometer a expansão foliar (dados não mostrados).  

 

Figura 20. Tratamentos-controle para validação dos testes de imunolocalização de ácido indol-3-

acético (AIA) em raízes e folhas de Triticum aestivum. KPSC, controle negativo; KPSC + 2,4-D, 

controle positivo. A presença de AIA foi evidenciada pela coloração azul índigo. As imagens são 

representativas de experimento realizado em sextuplicata. 
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Figura 21. Efeito do NO na distribuição de ácido indol-3-acético (AIA) em cortes longitudinais de ápices radiculares de Triticum aestivum cv. Anahuac (sensível ao Al). Os 

tratamentos descritos antes da barra duraram 24 h, enquanto que os depois da barra duraram 48 h. GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-arginina. A presença de AIA foi 

evidenciada pela formação de coloração azul índigo. As imagens são representativas de experimento realizado em sextuplicata.  

GSNO/Al3+

H2O/Ca2+ GSNO/Ca2+

H2O/Al3+ L-arg/Al3+

NO₃-/Ca2+ L-arg/Ca2+

NO₃-/Al3+

Sensível – Imunohistoquímica para AIA



39 

 

Figura 22. Efeito do NO na distribuição de ácido indol-3-acético (AIA) em cortes longitudinais de ápices radiculares de Triticum aestivum cv. BH1146 (tolerante ao Al). Os 

tratamentos descritos antes da barra duraram 24 h, enquanto que os depois da barra duraram 48 h. GSNO, S-nitrosoglutationa; L-arg, L-arginina. A presença de AIA foi 

evidenciada pela formação de coloração azul índigo. As imagens são representativas de experimento realizado em sextuplicata. 
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Figura 23. Efeito do pré-tratamento de Triticum aestivum com GSNO e TIBA na distribuição de ácido indol-3-acético (AIA) em raízes. Os tratamentos descritos antes da 

barra duraram 24 h enquanto que os depois da barra duraram 48 h. Imagens superiores referem-se ao cultivar sensível ao Al (Anahuac) enquanto que as imagens inferiores 

referem-se ao tolerante ao Al (BH1146). GSNO, S-nitrosoglutationa; TIBA, ácido triiodobenzóico. A presença de AIA foi evidenciada pela coloração azul índigo. As imagens 

são representativas de experimento realizado em sextuplicata. 
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5. Discussão 

Interessantemente, o pré-tratamento com GSNO, NO3
- ou L-arg por 24 h 

reduziu drasticamente o acúmulo de Al3+ nas raízes de ambos os cultivares. Esses 

resultados corroboram os obtidos por Wang e Yang (2005) em que o acúmulo de 

Al3+ em ápices radiculares de C. tora foi inibido pelo pré-tratamento com SNP, um 

liberador de NO. A presença de Al3+ foi verificada no simplasto, núcleos e 

membranas celulares de ápices radiculares dos dois cultivares. Resultado 

semelhante já foi observado por Silva et al. (2000). É esperado que o cátion Al3+ se 

associe a ânions pela atração eletrostática. Cargas negativas são encontradas nos 

grupos fosfatos de DNA, RNA e moléculas de ATP presentes nas células, mais 

especificamente no núcleo. A capacidade de morina em formar complexo com Al3+ 

ligado a DNA e ATP é bem documentada (Eticha et al., 2005). Portanto, a marcação 

fluorescente encontrada nos núcleos de células de T. aestivum tratadas com morina 

pode indicar associações entre o Al3+ e ácidos nucleicos e/ou ATP. Os resultados 

aqui apresentados também sugerem que a marcação com morina próxima ao 

apoplasto se refere à interação do Al3+ com os grupos fosfatos de lipídios de 

membrana, visto que este flavonoide não se liga ao Al3+ associado às pectinas da 

parede celular (Eticha et al., 2005). De fato, Delhaize e Ryan (1995) e Jones e 

Kochian (1997) mostraram que a membrana plasmática funciona como barreira à 

penetração de Al3+, assim como de outros íons polivalentes insolúveis na bicamada 

lipídica. Contudo, o Al3+ pode atravessar membranas via transportadores de 

membrana específicos para este cátion (Xia et al., 2010), justificando assim a 

detecção de Al3+ no citoplasma. 

O estresse por Al3+ causou aumento na fluorescência indicativa da presença 

de NO nos tecidos da raiz de ambos os cultivares. Xue et al. (2008) e Marciano et al. 

(2010) também relataram resultados similares em estudos conduzidos com C. tora e 

O. sativa, respectivamente. Como esperado, os níveis de NO encontrados em raízes 

submetidas ao pré-tratamento com um doador ou com precursores de síntese de NO 

foram muito maiores que aqueles do controle (pré-tratamentos com H2O).  

Notavelmente, a localização in situ de NO em cortes de raízes mostrou que o 

cultivar tolerante (BH1146) naturalmente produz maior quantidade dessa RNS, 

amplamente reconhecida como uma molécula sinalizadora em células vegetais 

(Lamattina et al., 2003; Arasimowicz, 2007). A localização celular de NO em raízes 
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sob estresse por Al3+ também foi alterada quando comparada aos tratamentos-

controle, como observado por Illéš et al. (2006). Na ausência do estresse, a 

fluorescência que indica presença de NO encontrou-se principalmente no cilindro 

vascular, mas quando ocorreu o estresse, o NO passou a ser encontrado, 

principalmente, na endoderme, na epiderme e no córtex. Esse conjunto de 

resultados indica que o NO foi mobilizado para a região mais afetada pelo estresse, 

o ápice radicular, podendo atuar como sinalizador de processos que culminam no 

alívio da toxicidade por Al. Também foi observado que o Al3+ dificilmente está 

presente no sistema vascular do cultivar tolerante. Isso pode explicar, em parte, a 

tolerância do cultivar BH1146 ao Al3+ visto que grande quantidade de NO foi 

produzida e/ou deslocada para células da epiderme, córtex e endoderme, 

constituindo uma barreira juntamente com essas barreiras físicas. Esse evento 

dificultaria a translocação de Al para a parte aérea. Isso indica que o NO está 

envolvido na resposta ao Al contribuindo para a maior eficiência do cultivar tolerante 

na ativação de mecanismos celulares de exclusão de Al3+. 

O pré-tratamento com GSNO ou NO3
- diminuiu os níveis de •O2

- em ápices 

radiculares de ambos os cultivares sob estresse por Al. De fato, o efeito do NO na 

atenuação do estresse oxidativo foi demonstrado em C. tora exposta ao Al3+ (Wang 

e Yang, 2005). O pré-tratamento de plântulas com NO3
-, em condições fisiológicas, 

causou aumento significativo nos níveis de •O2
-
 em ambos os cultivares. Isso pode 

ser explicado pelo aumento do metabolismo de nitrogênio a partir do NO3
- e, 

consequente, aumento da respiração celular, com maior produção de •O2
-. O cultivar 

tolerante apresentou níveis endógenos de •O2
- superiores ao do cultivar sensível ao 

Al. Além disso, os níveis de proteínas oxidadas no cultivar tolerante foram o dobro 

do encontrado em raízes de plântulas sensíveis. Parece que o cultivar tolerante ao 

Al produz, constitutivamente, uma quantidade maior de ROS e RNS, o que causa 

naturalmente uma maior oxidação de proteínas. Apesar disso, não foi encontrada 

grande quantidade de células mortas em tecidos de raízes do cultivar tolerante, ao 

contrário do que foi encontrado em tecidos de raízes do cultivar sensível. Pode-se 

concluir que os níveis mais elevados de proteínas oxidadas em plântulas tolerantes, 

em relação ao cultivar sensível, não afetam o funcionamento celular suficientemente 

para causar sua morte. 

As raízes do cultivar sensível apresentaram maior número de células mortas 

após o estresse por Al3+, processo este atenuado pelos pré-tratamentos com GSNO, 
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NO3
- ou L-arg. Interessantemente, o cultivar tolerante não apresentou células mortas 

quando sob estresse. O efeito intensificador do Al3+ na morte de células de raízes de 

H. vulgare foi documentado por Pan et al. (2001). No cultivar sensível, observou-se 

que os pré-tratamentos com GSNO, NO3
- ou L-arg resultou no aumento de células 

mortas em raízes sob condições fisiológicas. Acredita-se que o aumento da morte 

celular no cultivar sensível seja em razão de o excesso de NO no sistema contribuir 

para a formação de macromoléculas oxidadas e outras espécies ainda mais 

oxidantes (ONOO-, NO2 etc) (Stamler et al., 1992). Realmente, a atividade basal das 

enzimas do sistema antioxidante em células de raízes do cultivar sensível ao Al é 

menor que as de células do tolerante. O aumento, nas células, de macromoléculas 

oxidadas e oxidantes mais fortes, pode levar à perda da fluidez e integridade da 

membrana plasmática, que, em última instância, pode causar morte celular. 

Contudo, os pré-tratamentos com GSNO, NO3
- ou L-arg amenizaram o efeito indutor 

de morte celular provocado por Al em células de raízes de plântulas sensíveis. 

Raízes de plântulas sensíveis e tolerantes ao Al apresentam níveis basais 

similares de LOOH. O tratamento de raízes de ambos os cultivares com Al3+ levou a 

uma diminuição significativa dos níveis celulares de LOOH, sendo este efeito muito 

mais intenso no cultivar tolerante. Vários trabalhos relatam que o conteúdo de LOOH 

em células de diferentes espécies vegetais aumenta em decorrência do tratamento 

com Al3+, como um resultado do aumento de ROS (Cakmak e Horst, 1991; Hamel et 

al., 1998; Richards et al. 1998; Yamamoto et al., 2001). Portanto, os resultados aqui 

relatados, no que tange o acúmulo de LOOH em resposta ao Al3+, contrastam a 

maioria dos já descritos na literatura. 

O conteúdo de LOOH em raízes de Z. mays não foi afetado pelo tratamento 

com Al3+ (Boscolo et al., 2003). Estudos realizados com cultura de células de C. 

sinensis demonstraram a ocorrência de diminuição da peroxidação lipídica após 

estresse por Al3+ (Ghanati et al., 2005). Esse resultado pode ser explicado pelo 

aumento da atividade das enzimas SOD, CAT e APX nas células de C. sinensis sob 

estresse. Os dados das Figuras 15A-18 indicam que células de raízes de T. 

aestivum tolerante ao Al3+ potencialmente apresentam mecanismos de resposta a 

este cátion que são similares aos exibidos por células de C. sinensis. Neste 

contexto, é razoável assumir que lipídios (particularmente os fosfolipídios de 

membrana) de T. aestivum não são os alvos primários dos efeitos do Al assim como 

acontece em certo cultivar de milho e células de C. sinensis (Boscolo et al., 2003; 
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Ghanati et al., 2005). Diminuição, ainda mais acentuada, na quantidade de LOOH foi 

observada no cultivar tolerante quando pré-tratado com GSNO, no cultivar sensível 

sob pré-tratamento com NO3
- e em ambos os cultivares pré-tratados com L-arginina, 

seguido de estresse por Al3+. Isso pode ser explicado pela interação do NO com 

radicais peroxil (LOO•) e alcoxil (LO•), interrompendo a perpetuação da cadeia de 

reação durante a peroxidação lipídica (Beligni e Lamattina, 2002). Outra 

possibilidade é o desencadeamento, por GSNO, de nitrosilação da enzima MDHAR, 

do sistema antioxidante, levando ao aumento de sua atividade. Esse fenômeno foi 

reportado em A. thaliana tratada com GSNO e desafiada com Pseudomonas 

syringae pv. tomato (Romero-Puertas et al., 2008). Não se pode descartar, contudo, 

a ocorrência de um aumento nos níveis de antioxidantes não enzimáticos 

(ascorbato, tocoferol, carotenóides, flavonóides e glutationa) durante a resposta de 

raízes de plântulas tolerantes de T. aestivum ao Al (Hossain et al., 2005). 

Em geral, os níveis de proteínas oxidadas não variaram nos dois cultivares 

após o estresse por Al. Além disso, a quantidade de proteínas oxidadas não foi 

muito alta, o que demonstra que as proteínas não são o alvo primário das ROS. 

Clark et al. (2000) demonstraram que o NO inibe as atividades de APX e CAT 

purificadas de N. tabacum. Resultados semelhantes foram encontrados para a 

atividade APX em T. aestivum. Independentemente do cultivar, o pré-tratamento de 

raízes com GSNO ou NO3
- causou diminuição significativa na atividade APX em 

resposta ao Al3+. L-arg, contudo, estimulou a atividade APX em raízes sob 

tratamento com Al3+. Comportamento similar a este foi observado para as atividades 

SOD e CAT em raízes de ambos os cultivares sob pré-tratamento com GSNO ou 

NO3
- seguido de estresse por Al3+. Novamente, L-arg desencadeou respostas 

contrastantes nos cultivares sob tratamento com Al3+: aumento da atividade SOD no 

tolerante sem afetar a atividade no sensível. Tais variações nas respostas das raízes 

ao Al3+, mediante pré-tratamento com NO3
- e L-arg podem ser devido à possíveis 

diferenças, entre os cultivares, no metabolismo desses dois precursores de síntese 

de NO. Estudos comparando, por exemplo, a atividade nitrato redutase, nitrito 

redutase, arginina descarboxilase e arginase entre os cultivares, sob estresse por 

Al3+, certamente contribuirão para a confirmação ou refutação desta hipótese. A 

formação de ROS em excesso, como a de H2O2 e •O2
-, é uma das primeiras 

respostas à exposição ao Al3+ (Yamamoto et al., 2002; Devi et al., 2003). O •O2
- é 

formado na célula em condições de elevada oferta de oxigênio. Este ânion pode 
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reagir com NO para formar peroxinitrito (ONOO-) e/ou contribuir para a produção de 

radical hidroxil (•OH), sendo este último processo dependente de quelatos de Fe (III). 

O ONOO- e o •OH são oxidantes mais fortes que o •O2
-. A reação do •O2

- com •OH 

leva à produção de oxigênio singleto (1O2
*), que é a espécie de oxigênio mais 

deletéria aos organismos vivos (Barreiros et al., 2006). Portanto, é natural que ocorra 

o aumento da síntese e/ou atividade de enzimas do sistema antioxidante, como 

SOD, CAT e APX, em caso de estresse, assim como foi encontrado por Ghanati et 

al. (2005) em C. sinensis, e Aftab et al. (2010) em Artemisia annua L. Entretanto, nos 

experimentos apresentados neste trabalho, o estresse por Al3+ não causou nenhum 

efeito na atividade da SOD, APX ou CAT no cultivar sensível, mas provocou um 

aumento da atividade dessas enzimas no cultivar tolerante ao Al. Isso demonstra 

que, mecanismos de contenção do excesso de ROS produzido via síntese de novo 

e/ou ativação das enzimas do sistema antioxidante são eficientemente ativados em 

resposta ao Al3+. 

Como esperado, foi encontrada baixa quantidade de lignina na parede celular 

de raízes de T. aestivum com 7 dias de idade. Neste estágio de desenvolvimento, o 

produto da fotossíntese é investido para a formação de moléculas estruturais, outras 

que lignina, e metabólitos primários para o crescimento do indivíduo. A lignina, um 

polímero fenólico de alta complexidade estrutural, é normalmente produzida em 

estágios finais de desenvolvimento, pois a deposição das camadas de lignina 

compromete a expansão e divisão celular (Fukushima e Kerley, 2011). O estresse 

por Al3+ não afetou significativamente o acúmulo de lignina em células de raízes de 

ambos os cultivares. O tratamento com GSNO, NO3
- e L-arg anteriormente à 

imposição do estresse causou diminuição nos níveis de lignina de raízes do 

tolerante ao Al, mas sem afetar os do cultivar sensível, à exceção do pré-tratamento 

com GSNO. Novamente, diferenças no metabolismo de NO3
- e L-arg entre os 

cultivares podem explicar esses resultados, ainda porque o fornecimento direto de 

NO (como GSNO) provocou, nos dois cultivares, respostas similares de deposição 

de lignina. Existem relatos na literatura que mostram o aumento da deposição de 

lignina nas paredes celulares, como resultado da maior produção de H2O2 e 

atividade de peroxidases, provocado pelo estresse por Al3+ em A. thaliana, T. 

aestivum e Sorghum bicolor L. (Ezaki et al., 2005; Hossain et al., 2005; Peixoto et 

al., 2007). Ressalta-se que a idade das plantas utilizadas nos estudos de Ezaki et al. 

(2005) e Peixoto et al. (2007) foi de 10 e 17 dias, respectivamente, e que os 
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sistemas vegetais utilizados foram distintos daquele aqui estudado. No caso do 

trabalho de Hossain et al. (2005), além da idade fisiológica das plântulas de T. 

aestivum ser diferente, o cultivar utilizado pelos autores foi o Kalyansona, originário 

de Bangladesh. Portanto, não se pode descartar a existência de variação genética 

entre estes cultivares de T. aestivum. 

Sob condições fisiológicas, ápices radiculares dos dois cultivares de T. 

aestivum apresentaram imunomarcação para AIA nas células da protoderme, do 

procâmbio e do promeristema. O AIA também foi localizado nas membranas 

celulares e núcleos. O estresse por alumínio diminuiu tal marcação mais 

proeminentemente nos ápices radiculares de plântulas sensíveis ao Al, sendo 

registrada a presença de AIA em células do procâmbio e meristema fundamental. 

Notavelmente, os pré-tratamentos com liberador de NO ou substratos de sua síntese 

reverteram o efeito inibitório do Al no fluxo de AIA nos ápices radiculares dos dois 

cultivares. O fato de o efeito do NO3
- no fluxo de AIA em raízes do cultivar sensível 

expostas ao Al3+ ter sido menos expressivo que no cultivar tolerante, sugere que a 

taxa de metabolização desta espécie nitrogenada é diferente entre os cultivares 

estudados. A presença de AIA nas membranas e/ou núcleos de células de plantas 

sob condições fisiológicas é bem documentada (Swarup et al., 2001; Schlicht et al., 

2006). Ainda, a localização deste hormônio, principalmente nas células do 

procâmbio e meristema fundamental, coincide com a localização de proteínas de 

influxo de auxina (AUX1) em células de ápices radiculares de A. thaliana (Swarup et 

al., 2001). Tal observação indica que os transportes acrópeto e basípeto, típicos nos 

ápices radiculares, estão ocorrendo normalmente. O efeito negativo do Al3+ no fluxo 

de AIA em ápices radiculares é bem conhecido (Kollmeier et al., 2000). Esse 

comportamento é explicado pelo comprometimento, por Al3+, do funcionamento das 

bombas de H+-ATPase e, consequentemente do potencial elétrico da membrana. 

Esse fenômeno compromete a função dos transportadores AUX e PIN que são 

responsáveis, respectivamente, pelo influxo e efluxo de AIA nas células. Os pré-

tratamentos com GSNO, NO3
- ou L-arginina garantiram o fluxo normal de AIA em 

raízes de T. aestivum (ambos os cultivares), mesmo sob estresse por Al3+. 

Observou-se também que o estímulo do fluxo de AIA por NO reverteu o bloqueio de 

distribuição desse hormônio causado por TIBA. De fato, é sabido que o NO estimula 

o fluxo de AIA em ápices radiculares (Pii et al., 2007; Terrile et al., 2011). Neste 

contexto, os menores níveis basais de NO encontrados em raízes de plântulas 
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sensíveis, em comparação às tolerantes ao Al, certamente contribuem para a 

sensibilidade de T. aestivum ao metal em questão. Ahad e Nick (2007) mostraram 

que mutantes de tabaco (AlRes) tolerantes ao Al apresentavam um aumento 

significativo na produção de actina e empacotamento de seus microfilamentos. 

Kasprowicz et al. (2009) observaram que o tratamento com diferentes doadores de 

NO afetou reversivelmente a organização dos filamentos de actina nas células da 

endoderme e da zona de transição de ápices radiculares de Z. mays, levando à sua 

reorientação e despolimerização. Foi demonstrado que proteínas do citoesqueleto, 

como actina e tubulina, são passíveis de serem nitrosiladas (Yemets et al., 2011). 

Esses resultados suportam a ideia de que a dinâmica da F-actina, influenciada por 

NO, afeta processos de endocitose e movimentação de vesículas. Schlicht et al. 

(2006) propuseram que endossomos e a reciclagem de vesículas seriam parte 

essencial do transporte polar de auxina, pois a exportação deste hormônio teria 

natureza secretória parecida com a de um neurotransmissor. Assim o Al3+, 

provavelmente, inibe o fluxo de AIA por meio do distúrbio da homeostase da 

membrana plasmática e da modificação do arranjo dos microfilamentos de actina e 

outros componentes do citoesqueleto. Dessa forma, a movimentação dos 

endossomos contendo transportadores de AIA é então impedida. O NO contudo, 

reverteria o efeito do Al3+ sobre fluxo de AIA ao restaurar a movimentação de 

vesículas e a atividade normal do citoesqueleto, principalmente nas células da zona 

de alongamento radicular. 

6. Conclusão  

Evidências na literatura sugerem que o NO contribui para a resposta de 

plantas ao estresse por Al3+ e que este cátion afeta negativamente o fluxo de AIA em 

raízes. Os resultados aqui apresentados não somente confirmam essa observação 

como também demonstram que NO3
- e L-arg, reconhecidos substratos para a 

síntese de NO em células vegetais, em conjunto com GSNO, um liberador de NO, 

reverteram os efeitos do Al3+ no estresse oxidativo e no fluxo de AIA em raízes de T. 

aestivum com tolerância diferencial ao Al. Adicionalmente aos estudos 

farmacológicos descritos nesta dissertação, foi possível mostrar que os níveis basais 

de NO em raízes de plântulas sensíveis (Anahuac) ao Al são mais baixos que 

aqueles encontrados no cultivar tolerante (BH1146) e que, o aumento de NO após 

estresse por Al é mais evidente no cultivar BH1146. Este estudo contribuiu para 
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expandir o conhecimento das vias de sinalização por NO, ativadas mais 

eficientemente em um cultivar de T. aestivum tolerante, em resposta ao estresse por 

Al3+. Em geral, o NO produzido por raízes do cultivar tolerante, mediante estresse 

por Al3+, impediu a translocação deste cátion para as células do cilindro vascular, 

estimulou a atividade das enzimas SOD, CAT e APX, diminuiu a ocorrência de 

peroxidação lipídica e restaurou o fluxo de AIA. 
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