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PREFÁCIO

CAPÍTULO I - Avaliação do efeito do óxido nítrico na proteção contra o estresse de 

alumínio na germinação de arroz (Oryza sativa L.), redigido conforme as normas da 

Revista Brasileira de Botânica.

CAPÍTULO II - Determinação da ação do óxido nítrico sobre a atividade de enzimas 

antioxidantes na germinação de soja (Glycine max L.) sob condições de estresse de 

alumínio, redigido conforme as normas da Acta Botânica Brasilica.
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SILVA, T.K. AÇÃO DO ÓXIDO NÍTRICO SOBRE O ESTRESSE DE

ALUMÍNIO NA GERMINAÇÃO DE ARROZ (Oryza sativa L.): ALTERAÇÕES

FISIOLÓGICAS E BIOQUÍMICAS. 2007. 56 p. Dissertação (Mestrado) – Instituto 

de Biociências, UNESP – Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

RESUMO - O alumínio é um metal pesado que causa problemas em 30-40% das terras 

cultiváveis do planeta, mais comumente nos trópicos, onde os solos são ácidos, e possui 

efeito tóxico direto sobre o metabolismo vegetal. Estudos recentes demonstram a

atividade citoprotetora do radical livre óxido nítrico (NO) em plantas. O óxido nítrico 

(NO) participa em vários processos fisiológicos nas plantas, além de neutralizar a 

toxicidade de espécies reativas do metabolismo do oxigênio (ERMO) geradas em

diversas situações de estresses abióticos, dentre os quais, elevadas concentrações de 

alumínio nos solos. Diante do exposto, os objetivos deste trabalho foram: I - Verificar a 

ação citoprotetora do NO em condições de estresse de alumínio durante a germinação 

de sementes de arroz (Oryza sativa L.) cultivar Talento, onde foram utilizadas para os 

tratamentos soluções de diferentes concentrações de nitroprussiato de sódio (SNP),

como doadora de NO e para a simulação de estresse de alumínio foram utilizadas 

soluções de diferentes concentrações de sulfato de alumínio. O experimento foi

conduzido em duas etapas. Para os tratamentos da primeira etapa do experimento foi 

utilizado solução de SNP nas concentrações 50, 100, 250, 500, 1000 e 1500 µmol.L-1 e

soluções de sulfato de alumínio nas concentrações 10, 20, 30, 40, e 50 mmol.L-1 . Para o 

controle foi utilizado água destilada. Na segunda etapa do experimento foram utilizadas 

soluções de SNP 50 µmol.L-1 e de sulfato de alumínio 30 mmol.L-1 . As sementes foram 

submetidas a uma incubação por 18 h em água destilada (Grupo I) ou em solução de 

SNP (Grupo II) e em seguida foram transferidas para água destilada, solução de SNP ou 

solução de sulfato de alumínio. Foram realizadas avaliações de germinação diariamente, 
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por 4 dias. Pode ser concluído que o NO causa estímulo da germinação de arroz nas 

fases iniciais deste processo, sendo mais evidente no período de 48 h de embebição. O 

maior incremento da germinação foi observado na concentração de 50 µmol.L-1 de SNP, 

ao passo que as concentrações de SNP acima de 500 µmol.L-1 causaram redução da 

germinação. Também foi possível detectar que o NO foi capaz de reduzir a inibição da 

germinação como efeito do estresse de alumínio. II - Avaliar o efeito do NO sobre a 

atividade de enzimas antioxidantes durante a germinação de sementes de soja (Glycine

max L.) cultivar Perdiz, sob condições de estresse de alumínio. Para atingir este objetivo 

foram realizados dois experimentos, um para as avaliações de germinação e outro para a 

determinação da atividade das enzimas antioxidantes, peroxidase (POD) e superóxido 

dismutase (SOD). Para os tratamentos foram utilizadas soluções de nitroprussiato de 

sódio (SNP) 250 µmol.L-1 como doadora de NO e solução de sulfato de alumínio 30 

mmol.L-1 para simulação de estresse de alumínio. As sementes foram incubadas por 18 

h em água destilada (Grupo I) ou em solução de SNP (Grupo II). Em seguida as 

sementes de cada grupo foram transferidas para novos rolos de papel “germitest”

umedecidos com água destilada, solução de SNP ou solução de sulfato de alumínio. As 

avaliações da germinação foram realizadas diariamente, por 4 dias. As determinações

das atividades da POD e SOD foram realizadas no eixo embrionário das sementes nos 

períodos de 12 e 36 h após a transferência para os tratamentos. Foi verificado que o NO 

foi capaz de reduzir a inibição da germinação de soja, como efeito do estresse de

alumínio. A ação do NO pode ser, em parte, atribuído à sua capacidade de remoção de 

ERMO, principalmente na forma de H2O2, diminuindo o efeito negativo do alumínio 

sobre a germinação.

Palavras-chaves: óxido nítrico, alumínio, germinação, arroz, soja
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SILVA, T.K. NITRIC OXIDE ACTION ON ALUMINIUM STRESS IN RICE

(Oryza sativa L.) GERMINATION: PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMISTS

ALTERATIONS

ABSTRACT – Aluminum is a heavy metal that causes problems in 30-40% of the 

planet’s arable land areas, more commonly in the tropics, where soils are acid, and has a 

direct toxic effect on plant metabolism. Recent studies have demonstrated the

cytoprotective activity of free radical nitric oxide (NO) in plants. Nitric oxide (NO) 

participates in several plant physiological processes, and counteracts reactive oxygen 

species (ROS) toxicity generated during various abiotic stress situations, including high 

aluminum concentrations in soils. In view of the above, the objectives of this work were 

to: I - Verify the NO cytoprotective action under aluminum stress conditions during 

germination of cultivar Talento rice seeds (Oryza sativa L.), using solutions at different 

sodium nitroprussiate (SNP) concentrations as NO donors in the treatments. Solutions at 

different aluminum sulfate concentrations were used to simulate aluminum stress. The 

experiment was conducted in two steps. SNP solutions at concentrations of 50, 100, 

250, 500, 1000, and 1500 µmol.L-1, and aluminum sulfate solutions at concentrations of 

10, 20, 30, 40, and 50 mmol.L-1 were used in the treatments of the first step of the 

experiment. Distilled water was used as a control. In the second step of the experiment, 

it was used a SNP solution at 50 µmol.L-1 and an aluminum sulfate solution at 30 

mmol.L-1. The seeds were submitted to incubation for 18 h in distilled water (Group I) 

or in SNP solution (Group II) and were then transferred to distilled water, SNP solution, 

or aluminum sulfate solution. Germination evaluations were carried out daily, for 96 h. 

It can be concluded that NO stimulates rice germination at the initial stages of the 

germination process, which is more evident in the 48 h imbibition period. The greatest 

increase in germination was observed at the SNP concentration of 50 µmol.L-1, while 



VI

SNP concentrations above 500 µmol.L-1 reduced germination. It was also able to detect 

that NO was capable to reduce soybean germination inhibition resulting from the 

aluminum stress effect. II - Evaluate the NO effect on the activity of antioxidant 

enzymes during germination of cultivar Perdiz soybean seeds (Glycine max L.) under 

aluminum stress conditions. In order to achieve this objective, two experiments were 

conducted, one to evaluate germination and the other to determine activity of the 

antioxidant enzymes peroxidase (POD) and superoxide dismutase (SOD). A 250

µmol.L-1 sodium nitroprussiate (SNP) solution was used in the treatments as NO donor, 

while a 30 mmol.L-1 aluminum sulfate solution was used to simulate aluminum stress. 

The seeds were incubated for 18 h in distilled water (Group I) or in SNP solution 

(Group II). Then the seeds in each group were transferred to new paper rolls “germitest” 

moistened with distilled water, SNP solution, or aluminum sulfate solution.

Germination evaluations were performed daily, for 4 days. The POD and SOD activity 

determinations were performed in the embryonic axis of seeds at 12 and 36 h after seed 

transfer to the treatments. It was observed that NO was capable to reduce soybean 

germination inhibition resulting from the aluminum stress effect. The NO action could 

be attributed, in part, to its capacity to remove ROS, especially in the form of H2O2,

decreasing the negative effect of aluminum on germination.

Key words: nitric oxide, aluminum, germination, rice, soybean
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CAPÍTULO I
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Óxido nítrico estimula e neutraliza o efeito inibidor do alumínio sobre a 

germinação de sementes de arroz (Oryza sativa L.)

Nitric oxide stimulates and counteracts the inhibitory effect of aluminum on rice 

seed (Oryza sativa L.) germination

Tatiana Kazue Silva

RESUMO

O alumínio é um metal pesado que causa problemas em 30-40% das terras 

cultiváveis do planeta, mais comumente nos trópicos, onde os solos são ácidos, e possui 

efeito tóxico direto sobre o metabolismo vegetal. Estudos recentes demonstram a 

atividade citoprotetora do radical livre óxido nítrico (NO) em plantas sob estresse de 

alumínio. O objetivo deste trabalho foi verificar a ação citoprotetora do NO em

condições de estresse de alumínio durante a germinação de sementes de arroz. Para os 

tratamentos, foram utilizadas soluções de diferentes concentrações de nitroprussiato de 

sódio (SNP), como doadora de NO e para a simulação de estresse de alumínio foram 

utilizadas soluções de diferentes concentrações de sulfato de alumínio. O experimento

foi conduzido em duas etapas. Para os tratamentos da primeira etapa do experimento foi 

utilizado solução de SNP nas concentrações 50, 100, 250, 500, 1000 e 1500 µmol.L-1 e

soluções de sulfato de alumínio nas concentrações 10, 20, 30, 40, e 50 mmol.L-1 . Para o 

controle foi utilizado água destilada. Na segunda etapa do experimento foram utilizadas 

soluções de SNP 50 µmol.L-1 e de sulfato de alumínio 30 mmol.L-1 . As sementes foram 
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submetidas a uma incubação por 18 h em água destilada (Grupo I) ou em solução de 

SNP (Grupo II) e em seguida foram transferidas para água destilada, solução de SNP ou 

solução de sulfato de alumínio. Foram realizadas avaliações de germinação diariamente, 

por 4 dias. Pode ser concluído que o NO causa estímulo da germinação de arroz nas 

fases iniciais deste processo, sendo mais evidente no período de 48 h de embebição. O 

maior incremento da germinação foi observado na concentração de 50 µmol.L-1 de SNP, 

ao passo que as concentrações de SNP acima de 500 µmol.L-1 causaram redução da 

germinação. Também foi possível detectar que o NO foi capaz de reduzir a inibição da 

germinação como efeito do estresse de alumínio.

Palavras-chave: óxido nítrico, germinação, arroz, alumínio
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ABSTRACT

Aluminum is a heavy metal that causes problems in 30-40% of the planet’s arable land 

areas, more commonly in the tropics, where soils are acid, and has a direct toxic effect 

on plant metabolism. Recent studies have demonstrated the cytoprotective activity of 

free radical nitric oxide (NO) in plants under aluminum stress. The objective of this 

study was to verify NO cytoprotective action under aluminum stress conditions during 

germination of rice seeds. Sodium nitroprussiate solutions (SNP) at different

concentrations were used in the treatments as NO donors, and aluminum sulfate

solutions at different concentrations were used to simulate aluminum stress. The

experiment was conducted in two steps. SNP solutions at concentrations of 50, 100, 

250, 500, 1000, and 1500 µmol.L-1, and aluminum sulfate solutions at concentrations of 

10, 20, 30, 40, and 50 mmol.L-1 were used in the treatments of the first step of the 

experiment. Distilled water was used as a control. In the second step of the experiment, 

we used a SNP solution at 50 µmol.L-1 and an aluminum sulfate solution at  30

mmol.L-1. The seeds were submitted to incubation for 18 h in distilled water (Group I) 

or in SNP solution (Group II) and were then transferred to distilled water, SNP solution, 

or aluminum sulfate solution. Germination evaluations were carried out daily, for 4 

days. It can be concluded that NO stimulates rice germination at the initial stages of the 

germination process, which is more evident in the 48 h imbibition period. The greatest 

increase in germination was observed at the SNP concentration of 50 µmol.L-1, while 

SNP concentrations above 500 µmol.L-1 reduced germination. It was also able to detect 

that NO was capable to reduce soybean germination inhibition resulting from the 

aluminum stress effect.

Key words : nitric oxide, germination, rice, aluminium
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INTRODUÇÃO

Os metais pesados presentes no solo são originados a partir das rochas, que os 

contêm em sua composição (MELO et al., 1997).

Teores fitotóxicos de metais pesados não são encontrados em condições naturais 

nos solos, mas podem ser originados em zonas industriais e de intensa atividade

agrícola (CASTILLO, 1992).

Em virtude do crescente emprego de fertilizantes e pesticidas nas culturas

agrícolas, aliados ao aumento das atividades industriais e de mineração, os metais

pesados são responsáveis pela contaminação do solo, cursos de água e lençol freático 

(MALAVOLTA, 1994).

O uso excessivo de fertilizantes sintéticos provoca desequilíbrios na

concentração de nutrientes do solo e influencia a retenção de água, sendo que alguns

tipos de adubos podem liberar altas concentrações de alumínio e manganês até

atingirem níveis tóxicos, influenciando negativamente a lavoura (ROCHA, 1995).

Também a prática de utilização de lodo de esgoto na cultura do arroz tem aumentado a 

proporção de metais pesados no solo, como é o caso de cádmio e zinco, que podem se 

acumular e persistirem nos solos por longos períodos, podendo ser fitotóxicos

(OLIVEIRA et al., 2005).

O alumínio é um metal pesado que causa problemas em 30-40% das terras 

cultiváveis do planeta, mais comumente nos trópicos, onde os solos são ácidos. Em 

solos não-ácidos o alumínio está preso em compostos insolúveis, porém, em solos 

ácidos ele torna-se solúvel, é absorvido pelas raízes e inibe o crescimento das plantas. O 

alumínio exerce um efeito direto na disponibilidade de fosfato e, inibe a absorção de 

ferro, além de possuir efeito tóxico direto sobre o metabolismo vegetal (RAVEN et al., 

2001).
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De acordo com MARIN et al. (2004) várias hipóteses para os mecanismos de 

ação do alumínio tóxico têm sido propostas, incluindo inibição do fluxo de íons, ruptura 

da membrana plasmática, inibição do sinal de transdução e alteração da estrutura do 

citoesqueleto. A condição de elevada acidez nos solos resulta na dissolução de minerais 

de argila e óxido de alumínio, conduzindo ao aparecimento de forma trocável, ou seja, a 

disponibilidade do alumínio é uma conseqüência da acidez do solo, que reduz a

germinação, limitando a produtividade das plantas.

Estes efeitos causados pelos elevados níveis de alumínio nos solos estão

associados à produção aumentada de espécies reativas do metabolismo de oxigênio 

(ERMO), representados pelos radicais superóxidos (O2
-•), radicais hidroxila (OH-),

peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio singleto (O2), acarretando, portanto, estresse 

oxidativo nas plantas (RICHARDS et al., 1998; ROUT et al, 2001; BOSCOLO et al., 

2003; TAMÁS et al., 2004). O estresse oxidativo é conseqüência da alteração química 

das principais classes de biomoléculas, causando alterações estruturais e funcionais em 

proteínas, clorofila, ácidos nucléicos e lipídios (SCANDALIOS, 1993; SMIRNOFF, 

1993; FOYER, 1994; THÉROND et al., 2000), que podem levar à morte celular

(BUCKNER et al., 2000; JONES, 2000).

Tem sido caracterizada a ação do radical livre óxido nítrico (NO) em plantas 

como citoprotetora, regulando o nível e a toxicidade de ERMO (DELLEDONE, 1998; 

DURNER, 1998). A origem do NO é endógena nas plantas e é produzido a partir da 

reação catalisada pela NO sintase, como demonstrado por SEN & CHEEMA (1995).

Ele também pode ser produzido através da atividade de nitrato redutase (DEAN & 

HARPER, 1998; YAMASAKI et al., 1999; 2000).

Alguns estudos têm mostrado que NO pode regular processos relacionados ao 

crescimento e desenvolvimento de plantas. Nas sementes ele atua na indução do

processo germinativo (BELIGNI & LAMATTINA, 2000; NEIL et al., 2002; BETHKE 
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et al., 2004) e inibição da respiração após a embebição, sendo que na raiz promove o 

alongamento e formação das raízes adventícias (BELIGNI & LAMATTINA, 2001).

O NO pode exercer função na tolerância de plantas ao estresse produzido sob 

condições de elevada temperatura e salinidade (UCHIDA et al., 2002), além de

estimular a germinação em situações de altas concentrações de metais pesados

(KOPYRA & GWÓZDZ, 2003).

No Brasil, os solos de cerrado, que compreendem uma extensão de 205

milhões de hectares, apresentam baixa capacidade de troca de íons, além de alta

toxicidade de alumínio (MARIN et al., 2004). Deste modo. O estudo dos efeitos do NO 

sob condições de estresse de alumínio é de suma importância devido ao potencial dos 

solos de cerrados na utilização para o cultivo agrícola.

Portanto, será investigada a ação citoprotetora do NO em condições de estresse 

de alumínio durante a germinação de sementes de arroz. O arroz foi escolhido, pois 

muitos produtores da região dos cerrados estão aumentando seus investimentos nesta 

cultura.
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MATERIAL E MÉTODOS

O experimento foi conduzido no Laboratório de Xenobióticos do

Departamento de Química e Bioquímica do Instituto de Biociências, UNESP, Campus 

de Botucatu, SP.

Foram testados os efeitos do óxido nítrico e de alumínio sobre a germinação de 

sementes de arroz (Oryza sativa L.) cultivar BRS Talento, cedidas pela Embrapa Arroz 

e Feijão – Santo Antonio de Goiás, GO.

As sementes foram colocadas para germinar distribuindo-as sobre duas folhas 

de papel de germinação “germitest” e cobrindo-as com outra, formando-se rolos de 

germinação. As folhas de papel de germinação foram previamente umedecidas com as 

soluções utilizadas em cada tratamento.

Os rolos de germinação foram acondicionados em recipientes plásticos

transparentes, contendo perfurações na tampa e mantidos em câmaras de germinação, na 

temperatura de 25ºC, sem fotoperíodo.

O volume em mL das soluções utilizadas em cada tratamento dos experimentos 

foi na proporção de 2,5 vezes o peso em g do papel “germitest” seco.

Para os tratamentos foram utilizadas soluções de diferentes concentrações de 

nitroprussiato de sódio (SNP), como doadora de NO e para a simulação de estresse de 

alumínio foram utilizadas soluções de diferentes concentrações de sulfato de alumínio.

Para a condução do experimento foram realizadas duas etapas. Para os

tratamentos da primeira etapa do experimento foram utilizadas soluções de SNP nas 

concentrações 50, 100, 250, 500, 1000 e 1500 µmol.L-1 e soluções de sulfato de 

alumínio nas concentrações 10, 20, 30, 40, e 50 mmol.L-1 . Para o controle foi utilizado 

água destilada.
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Para a segunda etapa do experimento foram utilizadas soluções de SNP  50 

µmol.L-1 e de sulfato de alumínio 30 mmol.L-1 . Estas concentrações das soluções foram 

pré-estabelecidas a partir dos resultados da primeira etapa do experimento onde foram 

constatados, respectivamente, estimulação e redução da germinação.

As sementes foram incubadas por 18 h em rolos de papel “germitest”

umedecidos com água destilada (Grupo I) ou em solução de SNP (Grupo II). Em

seguidas as sementes de cada grupo foram transferidas para novos rolos de papel

umedecidos com água destilada, com solução de SNP ou de sulfato de alumínio, 

perfazendo seis tratamentos, como se segue:

Grupo I : Incubação em água destilada:

T1: incubação em água destilada e transferência para água destilada;

T2: incubação em água destilada e transferência para solução de SNP;

T3: incubação em água destilada e transferência para solução de sulfato de 

alumínio.

Grupo II : Incubação em óxido nítrico:

T4: incubação em solução de SNP e transferência para água destilada 

T5: incubação em solução de SNP e transferência para solução de SNP;

T6: incubação em solução de SNP e transferência para solução de sulfato de 

alumínio.

As avaliações de germinação foram realizadas diariamente até 96 h, sendo 

consideradas germinadas as sementes que apresentaram comprimento radicular maior 

ou igual a 2 mm (DURAN & TORTOSA, 1985).

Em todos os experimentos foi adotado o delineamento experimental

inteiramente casualizado, com quatro repetições de 50 sementes. Os resultados foram 
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submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de 

probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

Na Tabela 1 estão apresentados os resultados da porcentagem de germinação 

de sementes de arroz, sob efeito de diferentes concentrações de NO. O aumento da 

porcentagem de germinação como efeito do NO foi observado somente nas fases 

iniciais das avaliações, sendo mais evidente, 48 h após a instalação do experimento. No 

período de 96 h de embebição as sementes de arroz praticamente completaram o 

processo germinativo, alcançando valores de até 90% de germinação.

É possível notar que no período de 48 h de embebição, o NO causou, de modo 

geral, aumento da germinação na ordem de 27 a 96% nas menores concentrações de 

SNP utilizadas (50 a 500 µmol.L-1), onde os maiores incrementos foram observados nas 

concentrações de 50 e 100 µmol.L-1 de SNP. Foi também observado tendência à 

diminuição da germinação nas concentrações acima de 500 µmol.L-1 de SNP.

Os resultados apresentados da ação do NO sobre a germinação de arroz são 

concordantes com diversos trabalhos na literatura, utilizando sementes de outras

espécies. Foi verificado que a aplicação de diferentes concentrações de compostos 

doadores de NO, incluindo o SNP, causou estimulação da germinação de sementes, 

indicando que o NO apresenta efeito sobre a quebra de dormência de sementes.

BELIGNI & LAMATTINA (2001) relataram que o NO atua como um indutor 

do processo germinativo. Em arroz foi evidenciado que o NO estimulou a germinação 

por simulação do efeito da luz (HUNG et al., 2002) e induziu quebra de dormência em 

sementes de Emmenathe penduriflora (KEELY & FORTHERINGHAM, 1997).

SARATH et al. (2006) verificaram que a germinação de sementes de Panicum virgatum

L. foi significativamente influenciada pelo NO, relatando sua ação como um possível 

desencadeador endógeno para a quebra de dormência desta espécie. Também foi

verificado que o NO reduziu a dormência de sementes de Arabidopsis (BATAK et al., 
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2002; BETHKE et al., 2004), cevada (BETHKE et al., 2004) e alface (BELIGNI & 

LAMATTINA, 2000).

No trabalho de SIMONTACCHI et al. (2004) foi observado aumento da

produção de NO, principalmente no início da atividade de germinação de sementes de 

Sorghum bicolor.

Aplicando diferentes concentrações de SNP em sementes de Paulownia

tomentosa Steud., GIBA et al. (1998) verificaram que o NO estimulou a germinação em 

baixas concentrações e inibiu a germinação em concentrações superiores a 10 –3 mol.L -1

de SNP.

KOPYRA & GWÓZDZ (2003) observaram aumento da porcentagem de

germinação de sementes de tremoço-amarelo (Lupinus luteus), sob efeito do NO no 

início da embebição e também detectaram que até próximo a concentração de 400 

µmol.L-1 de SNP ocorre um favorecimento do processo germinativo. No entanto, nas 

concentrações superiores de SNP (600 – 1000 µmol.L-1) a germinação foi afetada 

negativamente.

Os resultados da porcentagem de germinação de sementes de arroz sob efeito 

da presença de alumínio estão apresentados na Tabela 2. Pode ser verificado que o 

alumínio causou diminuição na germinação nas fases iniciais do processo cujo efeito foi 

mais evidente as 48 e 72 h após a instalação do experimento. Nestes períodos de 

embebição, foi observado diminuição na porcentagem de germinação, com o aumento 

da concentração de sulfato de alumínio. As maiores reduções na germinação foram 

observadas nas concent rações de 30 a 50 mmol.L-1 de sulfato de alumínio. O alumínio 

causou atraso na germinação de arroz, entretanto, no período de 96 h de embebição, as 

sementes alcançaram até 87% de germinação, igualando ao controle.
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Tabela 1. Porcentagens de germinação (%) de sementes de arroz sob efeito de várias 
concentrações de SNP (doador de NO) em diferentes períodos de
embebição.

Períodos de Embebição
Tratamentos

SNP
(µmol.L-1)

24 h 48 h 72 h 96 h

0 (controle) 0 a         35,5 cd 78,0 a 87,0 a
50 0 a 69,5 a 73,5 a 90,5 a
100 0 a         58,0 ab 75,5 a 89,0 a
250 0 a         49,5 bc 68,0 a 83,0 a
500 0 a         45,0 bc 69,5 a 84,0 a

1000 0 a         28,0 d 70,0 a 86,0 a
1500 0 a         24,0 d 68,0 a 85,0 a

Médias seguidas de mesma letra nas colunas não diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de 
probabilidade.

Tabela 2 Porcentagens de germinação (%) de sementes de arroz sob efeito de várias 
concentrações de sulfato de alumínio em diferentes períodos de embebição.

Períodos de Embebição
Tratamentos

SNP
(mmol.L-1)

24 h 48 h 72 h 96 h

0 (controle) 0 a         35,5 a 78,0 a 87,0 a
10 0 a           5,5 b 76,0 a 87,5 a
20 0 a           2,0 bc 62,0 b 85,5 a
30 0 a           0,5 c 24,5 c 81,5 a
40 0 a           0,5 c   8,0 d 81,0 a
50 0 a           0    c   5,0 d 66,0 b

Médias seguidas de mesma letra nas colunas  não diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de 
probabilidade.

Os resultados obtidos no presente trabalho estão em concordância com os 

relatados por MATSUMOTO (2000), ECHART & CAVALLI-MOLINA (2001) e

ROUT et al. (2001), os quais verificaram que altas concentrações de alumínio causam 

retardamento da germinação de sementes e do desenvolvimento de plântulas.

De acordo com KOCHIAN (1995), MATSUMOTO (2000) e ROUT et al.

(2001) altas concentrações de alumínio inibem a elongação radicular, sendo proposto 
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que o efeito é devido à inibição da divisão celular, disjunção da parede celular, inibição 

do fluxo de íons e perda da integridade da membrana plasmática. Um efeito adicional da 

presença de alumínio é a produção aumentada de espécies reativas do metabolismo do 

oxigênio (ERMO) (RICHARDS et al., 1998; ROUT et al., 2001; BOSCOLO et al, 

2003; TAMÁS et al., 2004).

Entretanto, o NO é considerado como citoprotetor, sendo um potente

antioxidante (BELIGNI et al., 2002; BELIGNI & LAMATTINA, 2002; HUNG et al.,

2002). A citoproteção está baseada na capacidade do NO em regular o nível e a 

toxicidade das ERMO (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1984). Assim, o NO pode 

exercer uma ação protetora contra o estresse oxidativo provocado por um aumento da 

concentração de radicais superóxido e peróxido de hidrogênio (WINK et al., 1995).

Também tem sido relatado que o NO apresenta efeito sobre a germinação sob 

condições de estresse. Em estudos realizados com sementes de tremoço amarelo 

(Lupinus luteus), KOPYRA & GWÓZDZ (2003) relataram que o SNP exerceu

considerável efeito na promoção da germinação sob condições de estresse causado pela 

presença de chumbo e cádmio, indicando que o NO é eficiente contra o impacto 

negativo causado por metais pesados sobre a germinação. WANG & YANG (2005) 

observaram que o alumínio causou inibição do desenvolvimento de raízes de Cassia

tola L., mas o pré-tratamento das plantas com solução de SNP acarretou em aumento 

significativo do alongamento radicular.

A fim de avaliar a ação do NO sobre a germinação de sementes de arroz sob 

condições de estresse de alumínio foi realizado uma pré- incubação das sementes em 

solução de SNP e posterior transferência para solução de sulfato de alumínio, cujos 

resultados estão apresentados na Figura 1. Pode ser observado que de modo geral, a 

incubação das sementes em solução de SNP diminuiu o efeito negativo do alumínio 

sobre a germinação, nos períodos de 48, 72 e 96 h de embebição. Torna-se, portanto, 
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evidente que o NO foi capaz de reduzir a inibição da germinação, como efeito da 

presença de alumínio.

WANG & YANG (2005) observaram que o alumínio causou inibição do 

desenvolvimento de raízes de Cassia tola L., mas o pré-tratamento das plantas com 

solução de SNP acarretou em aumento significativo no alongamento radicular.
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Figura 1. Porcentagens de germinação (%) de sementes de arroz em diferentes períodos 
de embebição sob os tratamentos de: T1 : incubação em água destilada e transferência 
para água destilada; T2 : incubação em água destilada e transferência para solução de 
SNP; T3 : incubação em água destilada e transferência para solução de sulfato de 
alumínio; T4: incubação em solução de SNP e transferência para água destilada; T5 :
incubação em solução de SNP e transferência para solução de SNP; T6 : incubação em 
solução de SNP e transferência para solução de sulfato de alumínio.

Médias seguidas de mesma letra em cada período de embebição, não diferem entre si pelo Teste de Tukey 
a 5% de probabilidade.
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CONCLUSÕES

Diante dos resultados obtidos neste trabalho pode ser concluído que o NO 

causa estímulo da germinação de arroz nas fases iniciais deste processo, sendo mais 

evidente no período de 48 h de embebição. O maior incremento da germinação foi 

observado na concentração de 50 µmol.L-1 de SNP, ao passo que as concentrações de 

SNP acima de 500 µmol.L-1 causaram redução da germinação. Também foi possível 

detectar que o NO foi capaz de reduzir a inibição da germinação, como efeito do

estresse de alumínio.
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Efeito do óxido nítrico sobre a atividade de enzimas antioxidantes na germinação 

de sementes de soja (Glycine max L.) sob estresse de  alumínio

Effect of nitric oxide on the activity of antioxidant enzymes in the germination of 

soybean seeds (Glycine max L.) under aluminum stress

Tatiana Kazue Silva

RESUMO

O óxido nítrico (NO) participa em vários processos fisiológicos nas plantas, além de 

neutralizar a toxicidade de espécies reativas do metabolismo do oxigênio (ERMO) 

geradas em diversas situações de estresses abióticos, dentre as quais, elevadas

concentrações de alumínio nos solos. O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito 

do NO sobre a atividade de enzimas antioxidantes durante a germinação de sementes de 

soja sob condições de estresse de alumínio. Foram testados os efeitos do óxido nítrico e 

de alumínio sobre a germinação de sementes de soja (Glycine max L.) cultivar Perdiz,

sendo realizados dois experimentos, um para as avaliações de germinação e outro para a 

determinação da atividade das enzimas antioxidantes, peroxidase (POD) e superóxido 

dismutase (SOD). Para os tratamentos foram utilizadas soluções de nitroprussiato de 

sódio (SNP) 250 µmol.L-1, como doadora de NO e solução de sulfato de alumínio 30 

mmol.L-1 para simulação de estresse de alumínio As sementes foram incubadas por 18 h 

em água destilada (Grupo I) ou em solução de SNP (Grupo II). Em seguida as sementes 

de cada grupo foram transferidas para novos rolos de papel “germitest” umedecidos 

com água destilada, solução de SNP ou solução de sulfato de alumínio. As avaliações 

da germinação foram realizadas diariamente, por até 96 h. As determinações das

atividades da POD e SOD foram realizadas nos eixos embrionários das sementes nos 

períodos de 12 e 36 h após a transferência para os tratamentos. Foi verificado que o NO 



27

foi capaz de reduzir a inibição da germinação de soja, como efeito do estresse de

alumínio. A ação do NO pode ser, em parte, atribuído à sua capacidade de remoção de 

ERMO, principalmente na forma de H2O2, diminuindo o efeito negativo do alumínio 

sobre a germinação.

Termos para indexação: óxido nítrico, germinação, alumínio, enzimas antioxidantes, 

Glycine max L.
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ABSTRACT

Nitric oxide (NO) participates in several plant physiological processes, and counteracts 

reactive oxygen species (ROS) toxicity generated during various abiotic stress

situations, including high aluminum concentrations in soils. The objective of this study 

was to evaluate the NO effect on the activity of antioxidant enzymes during germination 

of soybean seeds under aluminum stress conditions. The nitric oxide and aluminum 

effects on germination of cultivar Perdiz soybean seeds (Glycine max L.) were tested. 

Two experiments were conducted, one to evaluate germination and the other to

determine the activity of the antioxidant enzymes peroxidase (POD) and superoxide 

dismutase (SOD). A 250 µmol.L-1 sodium nitroprussiate (SNP) solution was used in the 

treatments as NO donor, while a 30 mmol.L-1 aluminum sulfate solution was used to 

simulate aluminum stress. The seeds were incubated for 18 h in distilled water (Group I) 

or in SNP solution (Group II). Then the seeds in each group were transferred to new 

paper rolls moistened with distilled water, SNP solution, or aluminum sulfate solution. 

Germination evaluations were performed daily, for 96h. The POD and SOD activity 

determinations were performed in the embryonic axis of seeds at 12 and 36 h after seed 

transfer to the treatments. It was observed that NO was capable to reduce soybean 

germination inhibition resulting from the aluminum stress effect. The NO action could 

be attributed, in part, to its capacity to remove ROS, especially in the form of H2O2,

decreasing the negative effect of aluminum on germination.

Index terms: nitric oxide, germination, aluminum, antioxidants enzymes, Glycine max 

L.
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INTRODUÇÃO

O alumínio é um metal pesado que causa problemas em 30-40% das terras 

cultiváveis do planeta, mais comumente nos trópicos, onde os solos são ácidos. Em 

solos não-ácidos o alumínio está preso em compostos insolúveis, porém em solos ácidos 

ele torna-se solúvel, é absorvido pelas raízes e inibe o crescimento das plantas. O

alumínio exerce um efeito direto na disponibilidade de fosfato e inibe a absorção de 

ferro, além de possuir efeito tóxico direto sobre o metabolismo vegetal (Raven et al., 

2001).

De acordo com Marin et al. (2004) várias hipóteses para os mecanismos de 

ação do alumínio tóxico têm sido propostas, incluindo inibição do fluxo de íons, ruptura 

da membrana plasmática, inibição do sinal de transdução e alteração da estrutura do 

citoesqueleto. A condição de elevada acidez nos solos resulta na dissolução de minerais 

de argila e óxido de alumínio, conduzindo ao aparecimento de forma trocável, ou seja, a 

disponibilidade do alumínio é uma conseqüência da acidez do solo, que reduz a

germinação, limitando a produtividade das plantas.

Estes efeitos causados pelos elevados níveis de alumínio nos solos estão

associados à produção aumentada de espécies reativas do metabolismo de oxigênio 

(ERMO), representados pelos radicais superóxidos (O2
-•), radicais hidroxila (OH-),

peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio singleto (O2), acarretando portanto, estresse 

oxidativo nas plantas (Richards et al., 1998; Rout, 2001; Boscolo et al., 2003; Tamás et

al., 2004). O estresse oxidativo é conseqüência da alteração química das principais 

classes de biomoléculas, causando alterações estruturais e funcionais em proteínas, 

clorofila, ácidos nucléicos e lipídios (Scandalios, 1993; Smirnoff, 1993; Foyer, 1994; 

Thérond et al., 2000), que podem levar à morte celular (Buckner et al., 2000; Jones, 

2000).
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As plantas respondem ao estresse oxidativo pelo aumento da atividade de 

enzimas que eliminam as ERMO, como é o caso das metaloenzimas superóxido

dismutases (Bowler et al., 1992; Horst et al., 1992; Scandalios, 1993; Barabas et al., 

1998; Salt, 2001) e peroxidases (Cakmak & Horst, 1991; Campa, 1991; Horst et al., 

1992; Knörzer et al., 1996; Barabas et al., 1998; Salt, 2001 ).

As superóxido dismutases (SOD, EC 1.15.1.1) são enzimas responsáveis pela 

eliminação do radical superóxido (O2
-•), catalisando sua dismutação para formar o 

peróxido de hidrogênio (H2O2). A dismutação é vital para proteger as células da injúria 

oxidativa, visto que o O2
-• pode reagir com o H2O2 para formar o radical hidroxila 

(OH), que é altamente reativo. Entretanto, o H2O2 é um subproduto tóxico do

metabolismo oxidativo e é posteriormente convertido ou utilizado pelas peroxidases 

(Bartosz, 1997; Scandalios, 2001).

Ainda não está completamente elucidado se o alumínio induz dano oxidativo 

nas células das plantas devido a elevada produção das ERMO, mas tem sido mostrado 

que esse aumento ativa a expressão dos genes de enzimas antioxidantes, tais como a 

SOD e POD (Ezaki et al., 2000). Os sistemas antioxidantes ativados são benéficos para 

o desempenho das plantas sob estresse de alumínio porque a capacidade adequada das 

enzimas antioxidativas e outros metabólitos antioxidantes podem ajudar na remoção do 

excesso das ERMO e inibir a peroxidação de lipídios (Mittler, 2002; Wang et al., 2004).

Tem sido caracterizado a ação do radical livre óxido nítrico (NO) em plantas 

como citoprotetora, regulando o nível e a toxicidade de ERMO (Halliwell & Gutteridge, 

1984; Delledone, 1998; Durner, 1998).

O NO pode exercer ação protetora contra o estresse oxidativo provocado por um 

aumento da concentração de radicais superóxido, peróxido de hidrogênio e peróxidos 

alquilas (Wink et al., 1995). Em sistemas aonde a toxicidade é conseqüência da

produção de ERMO, o NO pode proteger as plantas do dano celular, isto é, possui a 
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capacidade de  eliminar ERMO e, desse modo, finalizar as reações propagadas em 

cadeia (Wink et al., 1993; Beligni & Lamattina, 1999).

A origem do NO é endógena nas plantas e é produzido a partir da reação 

catalisada pela NO sintase, como demonstrado por Sen & Cheema (1995). Ele também 

pode ser produzido através da atividade da nitrato redutase (Dean & Harper, 1998; 

Yamasaki et al., 1999; 2000).

Embora alguns autores considerem o NO como protetor (Beligni & Lamattina, 

1999 a; b; Kao & Hsu 2004), outros têm relatado o NO como agente indutor de estresse 

(Leshem, 1996), outros têm relatado seu papel, dependendo da sua concentração no 

tecido ou idade da planta e do tipo de estresse. Foi evidenciado que o NO neutralizou a 

toxicidade de ERMO geradas pelos herbicidas diquat e paraquat em plantas de batata 

(Beligni & Lamattina, 1999b) e arroz (Hung et al., 2002).

Portanto será investigado se a ação citoprotetora do NO contra as ERMO

geradas em condições elevadas de alumínio está relacionada com a atividade de enzimas 

antioxidantes durante a germinação de sementes de soja.
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MATERIAL E MÉTODOS 

O experimento fo i conduzido no Laboratório de Xenobióticos do

Departamento de Química e Bioquímica do Instituto de Biociências, UNESP, Campus 

de Botucatu, SP.

Foram testados os efeitos do óxido nítrico e de alumínio sobre a germinação de 

sementes de soja (Glycine max L.) cultivar Perdiz, lote 8636, cedidas pela Embrapa Soja 

– Londrina, PR. Através de testes de germinação realizados no laboratório o lote 

utilizado foi caracterizado como de baixo poder de germinação.

As sementes foram colocadas para germinar distribuindo-as sobre duas folhas 

de papel de germinação “germitest” e cobrindo-as com outra, formando-se rolos de 

germinação. As folhas de papel de germinação foram previamente umedecidas com as 

soluções utilizadas nos tratamentos referentes a cada experimento.

Os rolos de germinação foram acondicionados em recipientes plásticos

transparentes, contendo perfurações na tampa e mantidos em câmaras de germinação, na 

temperatura de 25 ºC, sem fotoperíodo.

O volume em mL das soluções utilizadas em cada tratamento dos experimentos

foi na proporção de 2,5 vezes o peso em g do papel “germitest” seco.

Para os tratamentos foram utilizadas soluções de diferentes concentrações de 

nitroprussiato de sódio (SNP) 250 µmol.L-1, como doadora de NO e para a simulação de 

estresse de alumínio foram utilizadas soluções de sulfato de alumínio 30 mmol.L-1.

Estas concentrações utilizadas foram pré-estabelecidas em testes realizados

anteriormente, que causaram, respectivamente, estimulação e redução da germinação.

As sementes foram incubadas por 18 h em rolos de papel “germitest”

umedecidos com água destilada (Grupo I) ou em solução de SNP (Grupo II). Em

seguidas as sementes de cada grupo foram transferidas para novos rolos de papel
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umedecidos com água destilada, com solução de SNP ou de sulfato de alumínio,

perfazendo seis tratamentos, como se segue:

Grupo I: Incubação em água destilada:

T1: incubação em água destilada e transferência para água destilada;

T2: incubação em água destilada e transferência para solução de SNP;

T3: incubação em água destilada e transferência para solução de sulfato de 

alumínio.

Grupo II: Incubação em óxido nítrico:

T4: incubação em solução de SNP e transferência para água destilada 

T5: incubação em solução de SNP e transferência para solução de SNP;

T6: incubação em solução de SNP e transferência para solução de sulfato de 

alumínio.

Foram realizados dois experimentos, um para as avaliações de germinação e 

outro para a determinação da atividade de enzimas antioxidantes.

As avaliações de germinação foram realizadas diariamente, até 96 h, sendo 

consideradas germinadas as sementes que apresentaram comprimento radicular maior 

ou igual a 2 mm (Duran & Tortosa, 1985).

Para a determinação da atividade das enzimas antioxidantes, as sementes de 

soja foram coletadas em dois diferentes períodos de emebebição, as 12 e 36 h após o 

período de transferência para os tratamentos. Os eixos embrionários das sementes foram 

retirados, independente da ocorrência de germinação e imediatamente embalados em 

sacos plásticos e em seguida em papel de alumínio devidamente etiquetado. As

amostras foram em seguida congeladas em nitrogênio líquido (–195ºC) e armazenadas 

em freezer a –80ºC para posterior extração e determinação das atividades da peroxidase 

(POD) e superóxido dismutase (SOD).
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A extração enzimática foi realizada segundo o método descrito por Ekler et al. 

(1993). As amostras dos eixos embrionários coletados foram homogeneizadas em

almofariz gelado, utilizando-se 5 mL de tampão gelado TRIS-HCl 0,2 mol.L-1 pH 7,8 

contendo 1 mmol.L-1 de EDTA e 7,5% (peso.volume–1) de polivinilpolipirrolidona e 

uma pequena quantidade de areia lavada e esterilizada. O homogeneizado foi

centrifugado a 40C (20 minutos em 14000g) e o sobrenadante líquido utilizado como 

fonte enzimática para a determinação das atividades da POD e da SOD.

A atividade da POD foi determinada de acordo com as condições citadas no 

trabalho de Teisseire & Guy (2000), utilizando pirogalol como um dos substratos. A 

mistura de reação foi composta de extrato enzimático, tampão fosfato de potássio 50 

mmol.L-1 pH 6,5, pirogalol 20 mmol.L-1 e peróxido de hidrogênio (H2O2) 5 mmol.L-1,

num volume final de 1,0 mL.

A mistura de reação foi mantida a temperatura ambiente durante 5 minutos. A 

mudança na absorbância devido à formação da purpurogalina foi medida em

espectrofotômetro no comprimento de onda de 430 nm. O coeficiente de extinção molar 

da purpurogalina (2,5 mmol.L-1.cm-1) foi usado para calcular a atividade específica da 

enzima. A razão da conjugação não enzimática foi determinada pelo uso da mesma 

mistura de reação sem o extrato enzimático. A atividade da POD foi expressa em nmol 

de purpurogalina .mg de proteína-1.min-1.

A atividade da SOD foi realizada de acordo com o método de Beauchamp & 

Fridovich (1971), tendo como base a capacidade da enzima em converter radicais 

superóxido (O2
-•) em peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio molecular (Bowler et 

al., 1992). Foi utilizado no sistema de reação tampão fosfato de sódio 50 mmol.L-1 pH 

7,8, mistura de nitro bule tetrazolium (NBT) 33 µmol.L-1 + EDTA 0,66 mmol.L-1 (5:4), 
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mistura L-metionina 10 mmol.L-1 + riboflavina 3,3 µmol.L-1 (1:1) e extrato enzimático, 

totalizando um volume de 3,0 mL.

A mistura de reação foi mantida a 25ºC sob iluminação por um período de 10 

minutos. A redução do NBT foi determinada através de leituras de absorbância em 

espectrofotômetro a 560 nm. Uma unidade enzimática (U) da atividade da SOD

expressa em U.mg de proteína-1.min-1 foi definida como a quantidade de enzima

necessária para causar 50% da razão de inibição de redução de NBT medida a 560 nm.

O conteúdo de proteína solúvel presente nos extratos utilizados para as

determinações enzimáticas da POD e da SOD foi estimado pelo método de Bradford et 

al. (1976). As leituras de absorbância forma realizadas em espectrofotômetro a 595 nm, 

utilizando a caseína como proteína de referência.

Nos experimentos foram adotados o delineamento experimental inteiramente 

casualizado, com quatro repetições de 25 sementes. Os resultados foram submetidos à 

análise de variância e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

Na Figura 1 estão apresentados os resultados da porcentagem de germinação de 

sementes de soja sob os tratamentos associados de NO e alumínio. Analisando os 

resultados podemos verificar ação do NO sobre a germinação somente no período  de 

48h de embebição (Figura 1 A). Comparando-se os tratamentos T1 e T4 pode ser 

observado que não ocorreu alteração significativa na germinação quando as sementes 

foram incubadas em água destilada ou com solução de SNP e em seguida transferidas 

para água destilada. Entretanto, diminuição significativa da germinação das sementes 

que foram incubadas em solução de SNP e em seguida transferidas para a mesma 

solução (tratamento T5), em comparação com as sementes que foram incubadas em 

água destilada e transferidas para solução de SNP (tratamento T2). Particularizando para 

os tratamentos em que as sementes foram transferidas para solução de sulfato de 

alumínio (tratamentos T3 e T6) pode ser detectado que a incubação das sementes em 

solução de SNP causou aumento significativo da germinação, quando comparado com o 

tratamento de incubação em água destilada.

Diante do exposto, podemos verificar que apesar de causar diminuição da 

germinação, o NO diminui o efeito negativo de condições de estresse de alumínio sobre 

a germinação de sementes de soja.

Nos períodos de 72 h (Figura 1 B) e 96 h de embebição (Figura 1 C) ocorreram 

100% da germinação, independente do tratamento.

Os resultados apresentados da ação do NO sobre a germinação de soja são 

consistentes com aqueles obtidos usando sementes de outras espécies. Foi verificado em 

vários trabalhos que a aplicação de diferentes concentrações de compostos doadores de 

NO, incluindo o SNP, causou estimulação da germinação, indicando que o NO

apresenta efeito na quebra de dormência de sementes.
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Figura 1. Porcentagem de germinação de sementes de soja nos períodos de A-
48 h, B- 72 h e C- 96 h de embebição sob os tratamentos de: T1 : incubação em 
água destilada e transferência para água destilada; T2 : incubação em água 
destilada e transferência para solução de SNP; T3 : incubação em água
destilada e transferência para solução de sulfato de alumínio; T4 : incubação em
solução de SNP e transferência para água destilada; T5 : incubação em solução 
de SNP e transferência para solução de SNP; T6 : incubação em solução de 
SNP e transferência para solução de sulfato de alumínio.

Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Beligni & Lamattina (2001) relataram que o NO atua como um indutor do 

processo germinativo. Em arroz foi evidenciado que o NO estimulou a germinação por 

simulação do efeito da luz (Hung et al., 2002) e induziu quebra de dormência em 

sementes de Emmenathe penduriflora (Keeley & Fortheringham, 1997). Sarath et al. 

(2006) verificaram que a germinação de sementes de Panicum virgatum L. foi

significativamente influenciada pelo NO, relatando sua ação como um possível

desencadeador endógeno para a quebra de dormência desta espécie. Também foi

verificado que o NO reduziu a dormência de sementes de Arabidopsis (Batak et al., 
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2002; Bethke et al., 2004), cevada (Bethke et al., 2004), alface (Beligni & Lamattina, 

2000) e Paulonia tomentosa (Giba et al., 1998).

No trabalho de Simontacchi et al. (2004) foi observado aumento da produção 

de NO, principalmente no início da atividade de germinação de sementes de Sorghum

bicolor.

Também tem sido relatado que o NO apresenta efeito sobre a germinação sob 

condições de estresse. Em estudos realizados com sementes de tremoço amarelo

(Lupinus luteus), Kopyra & Gowozdz (2003) relataram que o SNP exerceu considerável 

efeito na promoção da germinação sob condições de estresse causado pela presença de 

chumbo e cádmio, indicando que o NO é eficiente contra o impacto negativo causado 

por metais pesados sobre a germinação. Wang & Yang (2005) observaram que o 

alumínio causou inibição do desenvolvimento de raízes de Cassia tola L., mas o pré-

tratamento das plantas com solução de SNP acarretou em aumento significativo do 

alongamento radicular.

Um aspecto comum de diversos tipos de estresses, incluindo a toxicidade por 

alumínio é a produção aumentada de ERMO, que são geralmente consideradas

prejudiciais às células das plantas (Richards et al., 1998). Deste modo, é considerado 

que o alumínio induz estresse oxidativo nas plantas (Boscolo et al., 2003).

O NO é considerado como citoprotetor, sendo um potente antioxidante (Beligni 

et al., 2002; Beligni & Lamattina, 2002; Hung et al., 2002). A citoproteção está baseada 

na capacidade do NO em regular o nível e a toxicidade das ERMO (Halliwell & 

Gutteridge, 1984). Assim, o NO pode exercer uma ação protetora contra o estresse 

oxidativo provocado por um aumento da concentração de radicais superóxido e

peróxido de hidrogênio (Wink et al., 1995).

Alguns estudos têm mostrado indução da atividade de enzimas antioxidantes 

em plantas sob condições de estresse por metais pesados. O cádmio induziu aumento da 
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atividade da peroxidase (POD) em plantas de arroz (Kao & Hsu, 2004) e girassol

(Groppa et al., 2001). Na tentativa de eliminação dos radicais superóxidos formados sob 

condições de adversidades ambientais, as plantas apresentam mecanismos de defesa, 

através do aumento da atividade da superóxido dismutase (SOD), correlacionando-se ao 

aumento da tolerância ao estresse (Alves et al., 2003).

Para substanciar a hipótese de que o NO pode ter ação sobre enzimas

antioxidantes, foi estudado o efeito do NO sobre a atividade da POD e da SOD em 

sementes de soja colocadas para germinar sob estresse de alumínio em dois períodos de 

embebição, as 12 e 36 h após a transferência para as soluções utilizadas nos tratamentos.

Analisando a Figura 2A podemos observar efeito significativo do NO sobre a 

atividade de POD as 12 h após a transferência das sementes para os tratamentos. 

Independente do tratamento da incubação a transferência das sementes para solução de 

SNP causou diminuição da atividade da enzima, como observado nos tratamentos T2 e 

T5. Comparando-se os resultados da atividade de POD nas sementes que foram

transferidas para sulfato de alumínio, correspondentes aos tratamentos T3 e T6, pode ser 

detectado que a incubação das sementes em solução de SNP causou diminuição da 

atividade da enzima. Deste modo, é notável que o NO causou diminuição da atividade 

da POD.

No outro período analisado, as 36 h após a transferência para os tratamentos 

(Figura 2B), apesar dos valores da POD serem mais elevados do que 12h após a 

transferência, não foi observado efeito da incubação em solução de SNP sobre a

atividade da enzima entre os tratamentos de mesma condição de transferência.

Analisando a Figura 3A pode ser verificado que as 12 h após a transferência foi 

verificado diminuição da atividade da SOD somente nas sementes que foram incubadas 

em água destilada e transferidas para solução de SNP, não sendo detectado diferenças 

significativas entre os outros tratamentos. A atividade da SOD não sofreu alteração 
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significativa, como efeito do NO no período de 36 h após a transferência para os 

tratamentos (Figura 3B).

Diante dos resultados relativos à atividade das enzimas antioxidantes

analisadas, a diminuição da atividade da POD na presença de SNP, pode indicar a ação 

do NO na remoção de H2O2 formado em situações de estresse de alumínio, reduzindo, 

portanto, substrato disponível para a enzima. Com respeito a SOD, parece que o NO não 

influencia a atividade desta enzima.

Tem sido relatado que a ação citoprotetora do NO contra o estresse oxidativo é 

baseada na regulação do nível e da toxicidade das ERMO (Halliwell & Gutteridge, 

1984; Wink et al., 1995; Beligni & Lamattina, 1999b; Kao & Hsu, 2004). Foi

considerado por Caro & Puntarulo (1998) que o NO exibe um potencial papel

antioxidante nas células por reduzir a razão de produção de ânions superóxido em eixos 

embrionários de soja.

Entretanto, existem relatos de aumento da atividade de enzimas antioxidantes, 

como efeito do NO. Em trabalhos relacionados com o efeito do NO sobre o estresse 

oxidativo induzido por metais pesados foi verificado que quando plantas de arroz (Kao 

& Hsu, 2004) e de girassol (Groppa et al., 2001) foram pré-tratadas com o NO antes da 

exposição ao cádmio, ocorreu maior aumento da atividade da POD, em comparação 

com as plantas que receberam tratamento somente com o metal. Uchida et al. (2002)

verificaram que substâncias doadoras de NO induziram a atividade da SOD em plantas 

de arroz.

De acordo com Kopyra & Gwózdz (2003), uma função antioxidante do NO em 

raízes de tremoço (Lupinus luteus) sob condições de estresse pode também ser atribuído 

por uma redução na quantidade de radicais superóxido, como resultado de sua

eliminação direta. Os autores observaram que o chumbo causou aumento da atividade 
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da SOD, porém, incrementos maiores foram detectados quando estas sofreram pré-

tratamento com SNP.

Foi também relatado que o pré-tratamento com SNP causou aumento da 

atividade da SOD quando callus embriogênicos de sementes maduras de Phragmites

communis Trin. foram submetidos ao estresse gerado por temperatura elevada (Song et 

al., 2006).

Os efeitos citoprotetores do NO em plantas foram relatados sob fortes

condições oxidativas durante estresses bióticos e abióticos, até mesmo sob situações 

fotooxidativas (Beligni & Lamattina, 1999b, 2002). A citoproteção contra dano

oxidativo foi claramente observada em diferentes níveis de organização, tais como, 

culturas de células, tecidos, órgãos e planta inteira, sendo também exercido sobre o 

DNA, RNA, proteínas, clorofila e lipídios.

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho pode ser concluído que o 

efeito protetor do NO sob condições de estresse de alumínio em sementes de soja pode 

ser, em parte, atribuído à capacidade do NO da remoção de ERMO, principalmente na 

forma de H2O2, diminuindo o efeito negativo deste metal pesado sobre a germinação.
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Figura 2. Atividade da POD (nmol de purpurogalina.mg proteína-1.min-1) em 
eixos embrionários de sementes de soja no período de 12 h (A) e 36 h (B) após 
a transferência para os diferentes tratamentos. T1 : incubação em água destilada 
e transferência para água destilada; T2 : incubação em água destilada e
transferência para solução de SNP; T3 : incubação em água destilada e
transferência para solução de sulfato de alumínio; T4 : incubação em solução de 
SNP e transferência para água destilada; T5: incubação em solução de SNP e 
transferência para solução de SNP; T6: incubação em solução de SNP e
transferência para solução de sulfato de alumínio.

Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Figura 3. Atividade da SOD (U.mg proteína-1.min-1) em eixos embrionários 
de sementes de soja no período de 12 h (A) e 36 h (B) após a transferência 
para os diferentes tratamentos. T1 : incubação em água destilada e
transferência para água destilada; T2 : incubação em água destilada e
transferência para solução de SNP; T3: incubação em água destilada e 
transferência para solução de sulfato de alumínio; T4 : incubação em solução 
de SNP e transferência para água destilada; T5 : incubação em solução de 
SNP e transferência para solução de SNP; T6 : incubação em solução de SNP 
e transferência para solução de sulfato de alumínio.

Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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CONCLUSÕES

Diante dos resultados obtidos pode ser concluído que:

a) o NO foi capaz de reduzir a inibição da germinação como efeito do estresse

de alumínio;

b) o efeito protetor do NO sob condições de estresse de alumínio pode ser, em 

parte, atribuído à capacidade do NO da remoção de ERMO, principalmente na forma de 

H2O2, diminuindo o efeito negativo deste metal pesado sobre a germinação.
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CONSIDERAÇÕES FINAIS

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, pode ser evidenciado que o 

óxido nítrico (NO) causa estímulo da germinação, tanto em sementes de arroz, como de 

soja. Também pode ser constatado que O NO teve um papel importante na germinação 

das sementes de arroz e soja, na proteção contra o estresse provocado pelo alumínio, 

metal pesado presente na maioria dos solos cultiváveis do Brasil.

As referências consultadas reforçam essas funções do NO durante a germinação 

das sementes, podendo favorecer melhor desenvolvimento das plantas de arroz e de soja 

sob condições de estresse.
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