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RESUMO 

 

 Há perspectivas de aumentos de produtividade da cultura da cana-de-açúcar com a 

adequação das variedades ao zoneamento edafoclimático. Várias restrições à expressão do 

potencial genético das variedades são atribuídas à alta saturação por alumínio fitotóxico (Al3+) 

no solo, que impede a expansão do sistema radicular da cana-de-açúcar. Trata-se de 

característica típica de solos ácidos altamente intemperizados. Um dos mecanismos de 

tolerância ao Al3+ está associado à produção de ácidos orgânicos (AOs) pelas raízes. O 

propósito deste trabalho foi identificar e quantificar a produção dos ácidos orgânicos cítrico, 

málico e oxálico por raízes de plântulas de cana-de-açúcar expostas ao estresse por Al3+ em 

solução. Minirrebolos de duas variedades de cana-de-açúcar (RB928064 e RB855156) foram 

pré-brotados em vermiculita, sob condições climatizadas de casa-de-vegetação. Após 25 dias, 

houve triagem de plântulas com maior uniformidade de brotação e com melhor padrão de vigor, 

seguida da lavagem do sistema radicular. Em laboratório, as plântulas foram transferidas para 

recipiente de 30 L para imersão do sistema radicular em solução nutritiva completa. O conjunto 

foi mantido sob temperatura ambiente, com fotoperíodo simulado de 12 h, intensidade luminosa 

de 4,5 klux e arejamento contínuo da solução. Após seis dias de aclimatação, foram 

selecionadas 25 plântulas de cada variedade que, após a aferição do comprimento inicial das 

raízes (Ci), foram submetidas aos tratamentos com doses crescentes de Al3+ (0, 500, 1000, 1500 

e 2000 mol L-1) em tubetes individualizados, com as mesmas condições ambientais da fase de 

aclimatação. O pH da solução foi diariamente ajustado para 4,0 (± 0,2) com HCl 0,1 mol L-1, 

para garantir o predomínio da espécie Al3+. Após seis dias de exposição ao estresse por Al3+, 

foi medido o comprimento final (Cf) das raízes. O crescimento radicular (cm) foi estimado por 

Cr = Cf - Ci). Amostras do tecido radicular fresco foram trituradas juntamente com etanol 80%, 

filtradas, submetidas a tratamento ultrassônico e centrifugadas. O sobrenadante foi evaporado 

a 55 °C, com posterior ressuspensão em água destilada e ultrafiltração. Amostras da solução 

foram coletadas dos tubetes para a determinação dos teores de AOs exsudados. Os extratos 

foram analisados em sistema de cromatografia líquida de alta eficiência para identificação e 

quantificação dos ácidos cítrico, málico e oxálico. O experimento foi disposto em delineamento 

inteiramente casualizado, com esquema fatorial 2 (variedades) × 5 (doses de Al3+) e cinco 

réplicas. Os resultados de Cr e dos teores de AOs foram submetidos à análise de variância, ao 

teste de Tukey (p<0,05) e análise de regressão em função das doses crescentes de Al3+ em solução. 

Ambas as variedades produziram AOs (málico>cítrico>oxálico), inclusive na ausência do Al3+. 

A variedade RB928064 produziu maior quantidade dos ácidos cítrico, málico e oxálico. A 

produção de ácido cítrico no tecido radicular da RB928064 foi induzida à partir de 1500 mol 

L-1 de Al3+ e foi ajustada por um modelo de regressão polinomial quadrático (R2 = 0,74; 

p<0,01). A produção de ácido málico e de ácido oxálico não foi induzida pelo aumento do 

estresse por Al3+ e foi considerada uma característica estritamente varietal. A maior proporção 

(57% a 94%) dos teores de AOs produzidos pelas variedades se manteve no tecido radicular, 

com exceção da variedade RB855156 que exsudou 69% do total de ácido oxálico produzido. 

Os teores totais (tecido radicular + exsudado) de ácido cítrico produzidos pela RB928064 em 

função das doses de Al3+ foi estimada por um modelo de regressão linear (R2 = 0,43; p<0,01). 



 

 

 

O Cr da RB928064 não foi alterado pelo estresse crescente por Al3+ e houve diminuição do Cr 

da RB855156 à partir de 1500 mol L-1 de Al3+. A variedade RB928064 foi considerada mais 

tolerante ao estresse por Al3+ quando comparada a variedade RB855156. A tolerância ao Al3+ 

permite a expansão do sistema radicular da cana-de-açúcar para camadas mais profundas do 

solo, diminuindo a suscetibilidade ao estresse hídrico e ampliando a capacidade de exploração 

de nutrientes. Trata-se de característica que permite a alocação da RB928064 em ambientes de 

produção mais restritivos, mantendo seu potencial produtivo.  

 

Palavras-chave: Saccharum sp.; Sistema radicular; Alumínio fitotóxico; Estresse abiótico; 

Ambientes de produção. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

         

 There are prospects of increases in the productivity of the sugarcane crop with the 

suitability of the varieties to the edaphoclimatic zoning. Several restrictions on the expression 

of the genetic potential of the varieties are attributed to the high saturation by phytotoxic 

aluminum (Al3+) in the soil, which prevents the expansion of the sugarcane root system. This 

is a typical characteristic of highly weathered acid soils. One of the mechanisms of Al3+ 

tolerance is associated with the production of organic acids (OAs) by the roots. The aim of this 

work was to identify and quantify the production of citric, malic and oxalic acids by roots of 

sugarcane seedlings exposed to Al3+ stress in solution. Mini grinding of two sugarcane varieties 

(RB928064 and RB855156) were pre-sprouted in vermiculite under greenhouse climatic 

conditions. After 25 days, seedlings were screened for higher sprout uniformity and better vigor 

pattern, followed by root system washing. In the laboratory, the seedlings were transferred to 

30 L containers for immersion of the root system in complete nutrient solution. The set was 

maintained at room temperature, with simulated photoperiod of 12 h, light intensity of 4.5 klux 

and continuous aeration of the solution. After six days of acclimatization, 25 seedlings of each 

variety were selected. These had the initial root length measurement (Ci) and they were 

submitted to treatments with increasing doses of Al (0, 500, 1000, 1500 and 2000 μmol L- 1) 

in individualized tubes, with the same environmental conditions of the acclimation phase. The 

pH of the solution was adjusted daily (pH = 4.0 ± 0.2) with 0.1 mol L-1 HCl, to guarantee the 

predominance of the Al3+ species. After six days of exposure to Al stress, the final length (Cf) 

of the roots was measured. Root growth (cm) was estimated as Cr = Cf - Ci. Samples of fresh 

root tissue were ground in 80% ethanol, filtered, subjected to ultrasonic treatment and 

centrifuged. The supernatant was evaporated at 55°C and resuspended in distilled water, before 

ultrafiltration. Samples of the solution were collected to determine the OAs contents. The 

extracts were analyzed in a high performance liquid chromatography system for the 

identification and quantification of citric, malic and oxalic acids. The experiment was arranged 

in a completely randomized design with factorial scheme 2 (varieties) × 5 (doses of Al3+) and 

five replicates. The results of Cr and OAs contents were submitted to analysis of variance, with 

Tukey post-test (p <0.05) and regression analysis as a function of increasing doses of Al in 

solution. Both varieties produced OAs (malic> citric > oxalic), even in the absence of Al3+. The 

variety RB928064 produced higher concentrations of citric, malic and oxalic acids. The 

production of citric acid in the root tissue of RB928064 was induced by 1500 mol L-1 of Al3+. 

It was adjusted by a quadratic polynomial regression model (R2 = 0.74; p <0.01). The malic 

acid and oxalic acid production were not induced by the Al3+ stress. Therefore, it was considered 

a strictly varietal characteristic. The highest proportion (57% to 94%) of the contents of OAs 

produced by the varieties was maintained in the root tissue, except for the variety RB 855156, 

which exuded 69% of the total oxalic acid produced. The total contents (root tissue + exudate) 

of citric acid produced by RB928064 as a function of Al3+ doses was estimated by a linear 

regression model (R2 = 0.43; p <0.01). Cr of RB928064 was not altered by increased Al3+ stress 

and Cr of RB855156 variety decreased starting at 1500  mol L-1 of Al. RB928064 variety was 

considered more tolerant to Al3+ stress than RB855156. Al tolerance allows the expansion of 

the sugarcane root system to deeper layers of the soil, reducing the susceptibility to water stress 

and increasing the nutrient exploitation capacity. It is a feature that allows the allocation of 

RB928064 in more restrictive production environments, maintaining its productive potential. 

 

Keywords: Saccharum sp.; Root system; Phytotoxic aluminum; Abiotic stress; Production 

environments. 
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1.  INTRODUÇÃO 

 

Devido à limitação da produtividade da cana-de-açúcar por fatores bióticos e abióticos 

vem-se buscando estudos direcionados ao melhoramento produtivo e sustentável do setor 

canavieiro no Brasil. A adequação de variedades mais resistentes à diversidade dos solos e ao 

zoneamento climático são as perspectivas mais promissoras de novos aumentos de 

produtividade desta cultura (REATTO; PASSOS, 2016).  

A cana-de-açúcar possui uma grande importância econômica no Brasil, sendo a cultura 

de maior potencial na produção de açúcar e álcool (SILVA et al., 2014), ocupa a primeira 

posição na classificação mundial, sendo o estado de São Paulo responsável por 60% da 

produção nacional (KOHLHEPP, 2010). A expansão produtiva deverá ocorrer, principalmente, 

na região centro sul e centro oeste do país. A Companhia Nacional do Abastecimento (CONAB) 

estimou que a produção de cana-de-açúcar na safra 2018/19 será de 635,51 milhões de 

toneladas, número esse significativo para suprir a demanda crescente do mercado interno e 

externo por combustíveis renováveis, como o etanol (CONAB, 2018).  

As regiões com potencial de produção apresentam limitações determinantes para o 

cultivo da cana-de-açúcar, nas quais, impedimentos físicos e químicos são as causas mais 

frequentes dos resultados negativos apresentados no balanço produtor. A toxidez dos solos é 

considerada a restrição mais relevante das regiões tropicais e subtropicais, em torno de 40 % 

dos solos aráveis do mundo são considerados ácidos e a toxidez por Al3+ é a principal barreira 

química (KOCHIAN et al.,2015).  

A toxidez por  alumínio fitotóxico (Al3+) é apontada como uma das responsáveis pela 

inibição do crescimento radicular, bloqueando a aquisição e transporte de água e nutrientes, 

essenciais para o crescimento e desenvolvimento das raízes, afetando os mecanismos 

morfológicos, fisiológicos, bioquímicos e citológicos da planta. 

Um dos mecanismos que a planta dispõe em defesa aos efeitos tóxicos do  Al3+ é a 

capacidade destas de produzir elevados teores de ácidos orgânicos (AOs) responsáveis pela 

complexação do  Al3+ (MARIANO et al., 2005). A tolerância ao Al3+ pode ser dividida em dois 

grupos: de reparo, ocorrendo intracelular (MARIANO et al., 2005; FERNANDES, 2006) e de 

exclusão, liberando AOs na rizosfera (MARTINS et al., 2013) impedindo a absorção do Al3+ . 

Selecionar variedades com referentes diferenciais à sensibilidade ao  Al3+, em conjunto 

com a eficiência dos mecanismos de defesa, demonstram a necessidade de identificar e 

pesquisar variedades de plantas tolerantes a determinados solos. A utilização de variedades com 
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características específicas para numerosos tipos de ambientes, colabora positivamente com a 

exploração mais eficaz do solo, e proporciona um aproveitamento maior da água disponível 

para a planta. Aplicando assim, de maneira sustentável, a melhor interação produtiva solo e 

planta, minimizando desta forma custos e elevando os números de produção da cana-de-açúcar.  

 

 HIPÓTESE E OBJETIVOS 

 

Considerando a hipótese de que genótipos vegetais tolerantes ao Al3+ produzem maiores 

quantidades de AOs como um mecanismo de defesa ao estresse abiótico, o propósito deste 

trabalho foi identificar e quantificar a produção dos ácidos cítrico, málico e oxálico por raízes 

de plântulas de duas variedades de cana-de-açúcar submetidas a doses crescentes de Al3+ em 

solução. Os objetivos específicos foram:  

a) avaliar se a utilização da análise de cromatografia líquida de alta eficiência é adequada para 

a identificação e quantificação dos ácidos orgânicos; 

b) avaliar se o estresse por Al3+ induz a produção de AOs e altera o crescimento das raízes; 

c) identificar e quantificar os teores de AOs no tecido radicular e exsudados na solução; 

d) identificar a partir de qual nível de estresse ao Al3+ a produção de AOs é iniciada;  

e) verificar se as variedades diferem quanto ao tipo e quantidade dos AOs;  

 

 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 SOLOS ÁCIDOS E PRODUTIVIDADE 

 

A acidez do solo é um dos fatores que mais limitam a produtividade das culturas em 

várias partes do mundo, inclusive no Brasil. Os solos ácidos carregam como caraterísticas 

principais, a deficiência e/ou toxidez nutricional, baixa capacidade de retenção de água e de 

atividade dos microrganismos (CARVALHO, 2011). A maioria das áreas com potencial para a 

expansão do cultivo da cana-de-açúcar possui limitações em termos de solo e/ou de condições 

climáticas. O sistema de classificação de ambientes de produção considera estas áreas com um 

mínimo potencial, de forma que não sejam negligenciadas para o cultivo agrícola por serem 

classificadas como marginais, degradadas ou improdutivas. Para incorporação desses solos ao 

processo produtivo, é indispensável o uso adequado de corretivos, como a calagem, que ainda  
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é uma das práticas menos dispendiosas e efetivas na correção da acidez do solo, possuindo o 

Brasil a vantagem de oferecer vastas reservas de calcário distribuídas em todo o território 

nacional (FAGERIA, 2001). Nestas áreas, a adoção de práticas de manejo e, principalmente, 

do genótipo com características favoráveis, pode resultar em produtividades, outrora 

consideradas improváveis.  

Impedimentos físicos e químicos do solo têm sido apontados como a causa mais 

frequente da baixa produtividade, principalmente por limitar o crescimento radicular no subsolo 

(VASCONCELOS; GARCIA, 2005). Porém, os atributos químicos são os mais restritivos ao 

pleno desenvolvimento vegetal em solos das regiões tropicais e subtropicais. De todos os 

atributos químicos, a toxidez por Al3+ é vista como a principal barreira química oferecida ao 

aprofundamento do sistema radicular e à sua capacidade de absorção de água e de nutrientes, 

influenciando, negativamente, a emergência e o crescimento inicial das plantas (ABREU Jr. et 

al., 2003; MENDES et al., 2018). Como a hidrólise do alumínio produz íons de hidrogênio, a 

forte presença desse metal constitui um dos principais fatores de acidificação e improdutividade 

do solo. Em pH neutro, apresenta formas químicas insolúveis e atóxicas as plantas, mas, em 

solos ácidos, representa um dos fatores de impacto negativo no desenvolvimento vegetal 

(AZEVEDO, 2016). A toxicidade por  Al3+ é um fator primário que reduz a produtividade das 

culturas em solos altamente ácidos. Em valores de pH abaixo de 5, íons Al3+ são dissolvidos a 

partir de minerais de argila e são altamente tóxicos para a raíz da planta, inibindo seu 

crescimento e função. Isto, por sua vez, leva a uma redução no rendimento das culturas causada 

por secas e deficiências. (KOCHIAN et al.,2015) 

A grande quantidade de alumínio é uma característica natural da crosta terrestre. Ele é, 

de fato, o elemento metálico mais abundante da crosta. No Brasil, a ocorrência de solos com 

potencial para atividade agrícola e afetados por problemas de toxidez por Al3+ é da ordem de 

60% (ABREU Jr. et al., 2003), e cerca de 70% das áreas cultivadas com cana-de-açúcar estão 

sobre solos ácidos (SALDANHA et al., 2007).  

 

 AMBIENTES DE PRODUÇÃO DE CANA-DE-AÇÚCAR 

 

Entre a grandes culturas, a cana de açúcar se destaca como a planta de maior potencial 

para a produção de massa seca e energia, por unidade de área, em um único corte por ano. No 

entanto, a canavicultura do país tem registrado quedas consecutivas em importantes indicadores 

agrícolas. A área de cana-de-açúcar a ser colhida no Brasil na safra 2018/19, destinada à 
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atividade sucroenergética, está estimada em 8,6 milhões de hectares, representando uma 

retração de 1,1% em relação à safra anterior, recentemente a produtividade dos canaviais 

brasileiros apresentou valores médios inferiores a 70 toneladas de colmo por hectare (TCH) 

(UNICA, 2018), considerada baixa a julgar pelo potencial genético das variedades modernas.   

O aumento da produtividade agrícola da cana-de-açúcar pode ser alcançado pelo manejo 

adequado do solo, uso de resíduos agroindustriais, aplicação racional de adubos e corretivos, 

expansão da safra e, principalmente, de novas variedades (LEITE et al., 2011). Dentre os fatores 

que limitam a produção da cana-de-açúcar, destacam-se o desconhecimento dos padrões de 

crescimento de cada variedade (SILVA et al., 2014; ABREU et al., 2013), o manejo fitotécnico 

(MOLIN ; VEIGA, 2016; SÁ et al., 2016), o controle de plantas infestantes (MARTINELLI et 

al.,2011), de pragas (DINARDO-MIRANDA et al., 2013) e de doenças (FERRO et al., 2007), 

a correção e adubação do solo (CRUSCIOL, 2014; DALCHIAVON et al., 2017), a nutrição 

mineral da cultura (BENETT et al., 2016) e, sobretudo, a interação entre estes fatores.  

As perspectivas mais promissoras de novos aumentos de produtividade estão baseadas 

na adequação das variedades de cana-de-açúcar ao zoneamento climático e, principalmente, aos 

diferentes tipos de solos. O solo é um dos componentes mais importantes de um conjunto 

complexo de fatores de produção, que se destaca pelo seu importante papel de fornecer suporte 

físico, água e nutrientes às plantas. Portanto, o conhecimento dos fatores edáficos é importante 

para se julgar o potencial de produção agrícola e alocar de maneira mais eficiente as variedades 

de cana-de-açúcar nos ambientes mais promissores (MAULE et al., 2001; LANDELL et al., 

2003; REATTO; PASSOS, 2016).  

Os principais programas de melhoramento genético de cana-de-açúcar do país 

[Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-Açúcar (PMGCA) da Rede 

Interuniversitária para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA) - variedades 

RB; Centro de Tecnologia Canavieira (CTC – antiga Copersucar) – variedades SP/CTC; 

Instituto Agronômico de Campinas – variedades IAC], detém importantes informações sobre o 

potencial de produção de suas variedades, tais como os aspectos fitotécnicos (altura, diâmetro 

de colmo, brotação, perfilhamento, fechamento, florescimento, tombamento, resistência à 

pragas e doenças, etc.) (ABREU, 2013) e os parâmetros tecnológicos (teores de sacarose, fibras, 

pureza e umidade) (HOFFMAN et al., 2008; VIANA et al., 2017) mas, geralmente abordam 

com muita superficialidade os fatores ligados aos atributos do solo, baseando-se em frágeis 

aproximações para ambientes de produção, empregando os termos “ambiente favorável e 
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desfavorável”, “baixa/média/alta exigência em ambientes”, “baixa/média/alta exigência em 

fertilidade do solo”, etc..  

O sistema de classificação de ambientes de produção da cana-de-açúcar sugerido por 

Prado (2005) destaca a textura, a disponibilidade de água e a fertilidade da camada arável e do 

subsolo, isto é, os aspectos físico-hídricos, químicos e morfológicos do solo. Recentemente, 

Prado (2016) aprimorou o sistema ao sugerir que a época de colheita da cana-de-açúcar é um 

fator determinante do potencial produtivo do ambiente. Com isso foi estabelecido o conceito de 

“ambientes de produção dinâmicos”, que trata-se do sistema mais amplamente usado para 

alocação de variedades e que está de acordo com diversos estudos que têm demonstrado a 

influência dos atributos do solo sobre a produtividade da cana-de-açúcar, com respostas 

distintas para a camada arável e para a camada subsuperficial. Grande proporção desses 

trabalhos tem ratificado que a produtividade da cana-de-açúcar tem importante dependência 

dos atributos de subsuperfície, o que inclui a alta saturação por Al e os baixos teores de Ca e de 

P, principalmente por repercutirem na expansão do sistema radicular da cultura (SOBRAL; 

GUIMARÃES, 1992; LANDELL et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2014). 

 

 PANORAMA DA CULTURA DE CANA-DE-AÇÚCAR NO BRASIL 

 

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-açúcar, cultura agrícola de grande 

importância para o agronegócio brasileiro. O aumento da demanda mundial por etanol, oriundo 

de fontes renováveis, aliado às grandes áreas cultiváveis e condições edafoclimáticas favoráveis 

à cana-de-açúcar, tornam o Brasil um país pioneiro na produção desta cultura. Em seu 

levantamento mais recente, a Companhia Nacional do Abastecimento (CONAB) estimou que 

a produção de cana-de-açúcar na safra 2018/19 será de 635,51 milhões de toneladas, ante os 

633,26 milhões da safra 2017/18.  

A demanda crescente dos mercados interno e externo, principalmente por combustíveis 

renováveis como o etanol, encontra suporte no Brasil, que detém tecnologia de produção e áreas 

agrícolas disponíveis para a expansão da canavicultura, já que apenas 1,5% das terras agrícolas 

brasileiras são ocupadas pela cana-de-açúcar. A ampla extensão territorial dá ao Brasil 

vantagem em relação à competitividade, uma vez que proporciona condições de cultivar a cana-

de-açúcar em dois períodos distintos durante o ano. Para atender as previsões, estima-se que o 

Brasil ampliará a plantada para 12,2 milhões de hectares (TORQUATO, 2006). A expansão das 

áreas cultivadas está avançando as fronteiras agrícolas e deverá ocorrer, principalmente, nas 
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regiões Centro-Sul e Centro-Oeste do país, englobando o Oeste do Estado de São Paulo, o 

Sudoeste de Minas Gerais, e os Estados de Goiás, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Paraná. 

Estas áreas são, predominantemente, cobertas por pastagens e caracterizadas por um inverno 

seco, com períodos de deficiência hídrica bastante pronunciada, e por solos com sérias 

limitações ao pleno desenvolvimento vegetal, dentre elas a acidez, a alta saturação por Al e os   

baixos teores de nutrientes. 

 

 SISTEMA RADICULAR DA CANA-DE-AÇÚCAR 

 

Dada a relevância do solo nos sistemas de produção, é indiscutível a importância da 

disponibilidade de água e de nutrientes para as plantas, mas é necessário que haja uma eficiente 

estrutura de captação destes recursos, que explore o maior volume de solo possível. A cana-de-

açúcar possui um sistema radicular diferente em comparação a culturas anuais, o que permite a 

exploração das camadas mais profundas do solo. Trata-se de uma cultura semi-perene, com 

ciclo de 5 a 7 anos, cujo desenvolvimento radicular em maior profundidade é fundamental para 

o acréscimo de produtividade em solos de baixa fertilidade e de baixa retenção de umidade 

(EVANS, 1964; BALL-COELHO, 1992; DEMATTÊ, 2005). No início do desenvolvimento 

radicular, são formadas as raízes de fixação que, por sua vez, suprirão os rebentos que brotarão 

das gemas (ALVAREZ et al., 2000). As raízes do minirrebolo têm elongação inicial de poucos 

mm d-1, podendo alcançar 20 mm d-1 em poucos dias após a germinação, sob condições 

favoráveis. Quando o sistema radicular da cana-de-açúcar fica concentrado nos primeiros 40 

cm de solo, a cultura suporta um estresse hídrico de apenas 8 dias. Se a profundidade explorada 

for ampliada para 1,10 m, a cultura pode suportar o estresse hídrico por 22 dias (SMITH et al., 

1999). 

O desenvolvimento do sistema radicular tem influência direta sobre alguns fatores 

determinantes para a produtividade final, tais como (COSTA et al.,2007; CURY et al., 2014): 

resistência à seca, eficiência na absorção dos nutrientes do solo, tolerância ao ataque de pragas 

do solo, capacidade de germinação e/ou brotação, porte, tolerância à movimentação de 

máquinas, etc. além disso, o sistema radicular de cana-de-açúcar é essencial para a regeneração 

das soqueiras após a colheita (SAMPAIO et al., 1987; ALVAREZ et al., 2000; AQUINO, 

2015). Todos os fatores que favorecem a expansão do sistema radicular são importantes para 

aumentar a produtividade da cana-de-açúcar, já que seu caráter semi-perene permite e exige 

que a planta explore maior volume de solo em maiores profundidades.  
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 EFEITOS FISIOLÓGICOS E BIOQUÍMICOS DO ALUMÍNIO 

 

 Há certa unanimidade em admitir que a cana-de-açúcar não seja tão sensível à acidez do 

solo quando comparada com outras espécies vegetais (MARINHO; ARAÚJO FILHO,1983; 

VIANA et al., 1983; SOBRAL;  GUIMARÃES, 1992), mas há relatos de grande variação entre 

os cultivares com respeito à capacidade de expansão e aprofundamento do sistema radicular, 

principalmente em resposta ao estresse causado pelo Al3+ (SMITH et al., 2005; 

VASCONCELOS; GARCIA, 2005). 

Por ser um cátion trivalente, o  Al3+ é fortemente adsorvido pelo solo e, assim, sua 

concentração na solução do solo é baixa (μmol L-1) (HAYNES; MOKOLOBATE, 2001). Há 

dificuldade para a definição de um valor crítico para o  Al3+ do solo que provoque toxidez às 

plantas, mas é conhecido que mesmo em baixas concentrações, este íon metálico é tóxico para 

a maioria das espécies vegetais, primariamente por lesar o funcionamento normal das raízes, 

inibindo drasticamente seu crescimento e bloqueando os mecanismos de aquisição e de 

transporte de água e de nutrientes (SOBRAL; GUIMARÃES, 1992). 

Os efeitos morfológicos, fisiológicos, bioquímicos e citológicos do  Al3+ na planta têm 

sido abordados por vários autores (FOY, 1974; WRIGHT, 1989; KOCHIAN, 1995; 

DELHAIZE; RYAN, 1995; SILVA et al., 2002; ROSSIELLO; JACOB NETTO, 2006) e os 

mecanismos pelos quais o  Al3+ afeta as funções celulares estão ligados à alterações na 

membrana das células da raiz, à inibição da síntese de DNA e divisão celular e à inibição do 

elongamento celular, por reduzir a plasticidade e a elasticidade da parede celular.  

As áreas mais afetadas são as extremidades das raízes e, de modo geral, ocorre ausência 

de ramificações terminais, contribuindo para menor área superficial de exploração e de 

absorção de nutrientes por parte do sistema radicular (FOY, 1976; KOCHIAN et al., 2004), e 

diminuição do número de pêlos radiculares (ROSSIELLO; JACOB-NETTO, 2006). Há rápida 

inibição do processo de elongação radicular (cerca de 30-120 minutos após o contato dos 

genótipos mais sensíveis com o  Al tóxico), em razão da paralisação da divisão celular 

(WRIGHT, 1989; DELHAIZE; RYAN, 1995; KOCHIAN, 1995). A exposição contínua ao  

Al3+ conduz à alterações morfológicas, como o engrossamento e encurtamento das raízes, 

tornando-as com aspecto quebradiço (DELHAIZE; RYAN, 1995), e o desenvolvimento de cor 

castanha na região apical (ROSSIELLO; JACOB NETO, 2006). Os melhores indicadores da 

variabilidade genotípica para a tolerância ao Al tóxico são aqueles ligados às raízes (Ferreira et 
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al., 2006), principalmente dos primeiros milímetros do ápice radicular (ROSSIELLO; JACOB-

NETTO, 2006). 

Vasconcelos et al (2002) identificaram os parâmetros morfológicos ligados a tolerância 

ao alumínio e o tempo de cultivo suficientes para cultivares de trigo expressarem a tolerância 

ao Al3+. Embora os autores tenham avaliado características de área foliar e massa seca da parte 

aérea, foram os parâmetros radiculares que possibilitaram o reconhecimento da tolerância 

diferencial das cultivares de trigo, sendo 4 dias de exposição ao Al3+ suficientes para a detecção 

das diferenças de crescimento radicular. 

 

 MECANISMOS VEGETAIS DE TOLERÂNCIA AO  AL3+ 

 

Os mecanismos fisiológicos de defesa ou de tolerância das plantas aos efeitos tóxicos 

do  Al3+ no crescimento da raiz, que são controlados por diferentes genes e por meio de 

diferentes rotas bioquímicas (FERREIRA et al., 2006), incluem: (a) capacidade das plantas em 

alterar o ambiente rizosférico, elevando o pH e reduzindo a solubilidade do  Al3+; (b) capacidade 

das plantas de possuir baixa CTC na raiz, portanto, maior afinidade por cátions monovalentes, 

de modo que acumulem, assim, menor concentração de Al3+ em suas raízes (KENNEDY et al., 

1986); (c) capacidade das plantas de secretar mucilagem em presença de  Al3+; (d) capacidade 

das plantas de utilizar os nutrientes na presença de  Al3+, principalmente P e Ca (FREITAS et 

al.,2006; MATTIELO et al. 2008); (e) capacidade das plantas de produzir elevados teores de 

ácidos orgânicos responsáveis pela complexação do  Al3+ (MARIANO et al., 2005); (f) 

habilidade da raiz em continuar a divisão e o elongamento celular sob estresse; (g) manutenção 

de áreas meristemáticas aptas a desenvolverem novos tecidos após o estresse (ROSSIELLO; 

JACOB-NETTO, 2006); (h) produção de enzimas antioxidantes para combater formas reativas 

de oxigênio derivados do estresse oxidativo (REZAEE; GHANATI; BEHMANESH, 2013); (i) 

inativação ou formação de complexos não tóxicos e sua armazenagem na parte aérea 

(ABICHEQUER et al., 2003). 

Dentre eles a capacidade das plantas de produzir elevados teores de ácidos orgânicos 

responsáveis pela complexação do  Al3+ (MARIANO et al., 2005) vem sendo estudados pela 

sociedade científica para combater o efeito tóxico do aumento do nível de  Al3+ no ambiente. O 

mecanismo de tolerância ao Al3+ baseado na produção de ácidos orgânicos pode ser dividido  

em duas categorias. O mecanismo de tolerância baseado no apoplasto, que é chamado de 
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mecanismo de tolerância externo (exclusão ou sítio de detoxificação) e o mecanismo de 

tolerância interno, que ocorre através da imobilização no simplasto. Os mecanismos de exclusão 

são aqueles onde o  Al3+ é impedido de atravessar a membrana plasmática e entrar no simplasto, 

podendo incluir imobilização na parece celular, permeabilidade seletiva da membrana 

plasmática, indução de barreira de pH na rizosfera pela própria planta, exsudação de quelatos 

ligantes, exsudação de fosfatos e efluxo de  Al3+ (RAMPIM, 2013). Contudo, segundo Echart; 

Cavalli-Molina (2001) sabe-se que as plantas podem ser tolerantes, por serem capazes de 

suportar altos níveis de  Al3+ no simplasto ou por se desintoxicarem do mesmo após sua entrada 

na célula. Desta forma, os mecanismos de tolerância interna são aqueles em que o  Al3+ entra 

no simplasto e a tolerância é encontrada pela formação de quelatos no citossol, 

compartimentalização no vacúolo, ligação do alumínio a proteínas e atuação de  enzimas  

tolerantes  ao   Al3+ (TAYLOR, 1991) (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ácidos orgânicos dos ápices radiculares de plantas estressadas por Al3+. Representação das células 

típicas das extremidades radiculares, exsudando os ácidos orgânicos induzidos por Al3+.  

Adaptado de SINGH (2017). 
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As raízes das plantas liberam especificamente AOs para formação de complexos na 

rizosfera em resposta à toxicidade, transformando o  Al3+ em formas não tóxicas e tornando as 

raízes de 5 a 20 vezes mais resistentes ao estresse (DELHAIZE et al., 1993). O aumento de 

exsudação de ácidos orgânicos pelas raízes normalmente é observado em plantas que 

apresentam maior tolerância ao Al3+ (DELHAIZE et al., 1993; JONES, 1998; HINSINGER, 

2001), sugerindo que essa é uma estratégia efetiva empregada por plantas para se adaptarem a 

solos ácidos.  

 

 ÁCIDOS ORGÂNICOS 

 

Os AOs são biomoléculas com baixo peso molecular e com propriedades dos ácidos 

fracos,  participam em diversas rotas metabólicas de células vegetais e animais e que, fazem 

parte (2 a 10%), do compartimento de carbono dissolvido no solo (JONES et al., 2003; 

PAVINATTO e ROSOLEM, 2008).Caracterizam-se também pela presença de um a três grupos 

carboxílicos na sua estrutura, classificando-os em mono, di ou tricarboxílicos (GUPPY et al., 

2005). A concentração típica de AOs di e tricarboxilados (oxálico, málico, succínico, tartárico 

e cítrico) na solução do solo varia de 0 a 5 M, enquanto a de monocarboxílicos (fórmico, 

acético, propiônico, butírico e lático) varia de 0 a 1 M (STROBEL, 2001).  

A dissociação de AOs origina ânions orgânicos, que por sua vez são capazes de 

complexar cátions metálicos em solução, incluindo o Al3+ (ADELEKE et al, 2017). Os AOs 

exsudados pelas raízes e identificados como participantes do mecanismo de defesa contra o 

efeito fitotóxico do Al3+ foram inicialmente descritos em estudos realizados em trigo, onde 

genótipos tolerantes acumularam de três a oito vezes menos Al3+ no ápice radicular em relação 

a genótipos sensíveis (RINCÓN; GONZALES, 1992; DELHAIZE; RYAN; RANDALL, 

1993). Quanto a classificação da eficiência dos ácidos orgânicos como mais funcionais, descrita 

na literatura, para a complexação e desintoxicação do Al3+, em ordem decrescente, lista-se: 

cítrico, oxálico e málico (DELHAIZE et al., 1993) (Figura 2). 

A característica de tolerância vegetal ao Al3+ possue forte correlação com a liberação de 

AOs por numerosas espécies de plantas. A exsudação dos AOs, como cítrico, málico e oxálico, 

a partir dos ápices radiculares no solo é considerada uma das estratégias mais eficazes de defesa 

das plantas (DELHAIZE et al.,1993). 
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Figura 2. Estruturas químicas dos ácidos orgânicos cítrico, málico e oxálico. 

Fonte: Hue et al. (2001).  

 

 A adição dos ácidos cítrico, málico e oxálico em solução diminuiu os efeitos tóxicos do 

Al³+ em raízes de variedades de Stylosanthes sensíveis a Al3+ (CASSOL, 2012 ). Kochian e 

Jones  (1996) demonstraram que a formação de quelatos de Al³+ por AOs di e tricarboxílicos 

bloqueou a absorção do elemento pelas raízes de trigo e inibiu o seu transporte através das 

membranas plasmáticas. Porém, ainda não estão completamente esclarecidas as funções e as 

rotas metabólicas que regulam a síntese de produção de AOs nas diferentes espécies vegetais, 

incluindo aquelas ativadas em resposta a saturação por Al3+ no solo  (HARTWIG, 2007; 

ADELEKE et al., 2017). 

O ácido cítrico (C6H8O7) (Figura 2) é uma molécula de grande importância biológica, 

com destaque para suas funções no ciclo de Krebs (ANOOP, 2003). O citrato é o ânion orgânico 

originado da dissociação do ácido cítrico mais comum dentre os exsudados pelas plantas na 

presença do Al3+ (PAVINATO e ROSOLEM, 2008). Por ser um ânion tricarboxilado, o 

citrato é mais efetivo na formação quelatos com Al3+, que são mais estáveis quando 

comparados aos quelatos formados por ânions di ou monocarboxilados. A presença do citrato 

influência de forma drástica a biodisponibilidade do Al3+ para as plantas, seja por sua atuação 

na rizosfera, através dos exsudatos, ou no interior das células (NORONHA, 2007).  

O ácido málico C4H6O5 (Figura 2) é uma molécula dicarboxílica com importante 

participação nos ciclos de Krebs e de Calvin (ANOOP, 2003). O conteúdo de ácido málico 

contido nos vacúolos de células vegetais pode ser liberado para atuação em importantes funções 

do metabolismo celular, tais como a regulação do pH e a mobilização dos ânions malato, formas 

dianiônicas originadas da sua dissociação que possuem reconhecida ação na defesa de células 

radiculares contra o Al3+ (ADELEKE et al., 2017).   

Ácido Cítrico Ácido Málico Ácido Oxálico 
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O ácido oxálico H2C2O4  (Figura 2) também é um composto intermediário do ciclo de 

Krebs (ANOOP, 2003). É um ácido orgânico relativamente forte, sendo 10.000 vezes mais forte 

quando comparado com o ácido acético. O produto da sua dissociação pode formar oxalatos 

metálicos, com alta eficiência na desintoxicação do Al3+. Morita et al. (2008) demonstraram 

que o oxalato foi um composto decisivo no mecanismo de tolerância ao Al3+ empregado pela 

planta do chá, que desintoxica o Al3+ externamente na rizosfera. Da mesma forma, o ácido 

oxálico foi secretado a partir de raízes de variedes de trigo com alta tolerância ao Al3+ (ZHENG, 

2005). 

Segundo Noronha (2007), os ácidos cítrico e málico reagem com o Al3+ em proporções 

predominantemente 1:1. Happel (2007) descreveu a formação de complexos constituídos por 

quatro moléculas de ácido málico e por quatro íons Al3+. A formação destes complexos 

indisponibiliza íons Al3+ e constitui um mecanismo vegetal dedetoxificação/neutralização que 

pode atuar no interior das células, no apoplasto do tecido radicular e externamente na rizosfera 

(POSCHENRIEDER, 2008). 

A ativação de produção dos AOs normalmente ocorre no ápice da raiz, apontado como 

local mais sensível aos efeitos da toxicidade por Al3+ no sitema vegetal. No entanto, ocorrem 

diferenças quanto ao local de produção e de exsudação dos AOs. Em plantas de trigo,  a 

exsudação do malato ocorre no ápice radicular (0,2 a 0,3 mm), o que proporciona maior 

eficiência da ação contra o Al3+ na zona crítica da raiz, onde requer a maior proteção contra o 

Al3+. Em plantas de milho, o efluxo do citrato ocorre até 50 mm do ápice radicular mediante a 

presença do Al3+ na solução do solo (PIÑEROS et al., 2002), enquanto em plantas de sorgo tanto 

o processo de exclusão do Al3+ quanto o de ativação do citrato ocorrem até os 30 mm do ápice 

radicular (MAGALHAES, 2002).  

Outra função importantíssima dos AOs, sobretudo os de baixo peso molecular, diz 

respeito à disponibilização de fósforo (P) no solo. AOs podem ser dissociados no solo ou no 

interior do citoplasma das células radiculares das plantas formando ânions orgânicos capazes 

de competir com fósforo (P) por sítios de adsorção presentes na superfície dos coloides do solo 

e de formar quelatos com o Fe e o Al3+, minimizando a ocorrência de compostos insolúveis de 

P, principalmente nas condições de pH predominantes em solos ácidos intemperizados da zona 

tropical (ANDRADE et al., 2003; OBUERGER, JONES, WENZEL, 2011).   

Admite-se que ainda existem muitas limitações quanto à identificação e quantificação 

de ácidos orgânicos, associadas às baixas concentrações na solução do solo, na rizosfera e nos 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_org%C3%A2nico
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_ac%C3%A9tico
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tecidos vegetais, aos métodos de extração, isolamento e conservação e aos métodos 

instrumentais de análise (ANGELES et al., 2006; MIMMO et al., 2008; ADELEKE et al., 

2017).   Métodos mais avançados de determinação de ácidos orgânicos incluem as tecnologias 

de espectrometria de massa (MELNITCHOUCK et al., 2005; LEINWEBER et al., 2008) e de 

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) (XING et al., 2016), mas métodos 

cromatográficos tem alcançado validação na análise de pequenas moléculas em matrizes 

biológicas (CASSIANO et al., 2009) e do solo (BAZIRAMKENGA et al., 1995; 

WAITHAISONG et al., 2015). A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) tem sido 

usada frequentemente como método bioanalítico para determinação de agroquímicos em 

produtos agrícolas (CHIARADIA et al., 2008).  Seu emprego, que foi bem sucedido na 

identificação de ácidos orgânicos produzidos pelo sistema radicular e presentes na rizosfera de 

plantas de feijão (MIYASAKA, 1991), café (SILVA et al., 2000), plantas daninhas (SILVA et 

al., 2001), soja (MENOSSO et al., 2001), milho (CAMPOS 2002), plantas leguminosas 

(CASSOL, 2012), tem auxiliado na compreensão dos efeitos dos ácidos orgânicos exsudados 

na rizosfera e nos fatores envolvidos em processos de adaptação de diversas plantas a solos 

ácidos (JONES, 1998; TAN, 2013; YUAN, 2015; ADELEKE et al., 2017). 

 

 PRODUÇÃO E SUSTENTABILIDADE 

 

Existem diferenças consistentes na sensibilidade por Al3+ por parte de plantas de 

múltiplas espécies, ou mesmo, de cultivares de uma mesma espécie, quanto a intensidade dos 

efeitos causados à tolerância diferencial ao metal, e aos mecanismos de proteção ao estresse. 

Destes aspectos emerge a necessidade de estudar e de selecionar variedades tolerantes, a fim de 

promover melhor adaptação das culturas ao ambiente de produção. Com isso, espera-se explorar 

a capacidade de adequação a condições físico-químicas adversas, minimizando os problemas 

causados pela baixa produtividade em solos ácidos e, assim, manter níveis elevados de 

produtividade (MARTINS et al., 2006).  

A utilização de variedades com características específicas para numerosos tipos de 

ambientes, colabora positivamente com a exploração mais eficaz do solo, e principalmente 

proporciona um aproveitamento maioral da água disponível para planta. Um sistema agrícola 

baseado no gerenciamento das variações existentes na unidade produtiva visa também o 

aumento de retorno econômico, à sustentabilidade e à minimização do efeito ao ambiente.  
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Destaca-se ainda que a identificação de genótipos tolerantes às limitações típicas de solos 

ácidos pode significar a redução de corretivos e de fertilizantes, ampliando o aspecto ambiental 

e sustentável da exploração agrícola. Corretivos como por exemplo, o calcário, promove não 

somente a redução do teor de Al3+, eleva o pH, cálcio e magnésio trocáveis, diminui o teor de 

ferro e manganês, causando ainda maior capacidade de troca catiônica (CTC). No entanto, a 

sua capacidade corretiva não ultrapassa as camadas superficiais, o que impossibilita o 

crescimento normal do sistema radicular dos vegetais, que necessitam de um maior volume de 

solo para explorar, principalmente em profundidade, a fim de garantir a absorção de nutrientes 

e água. Além disso, a redução na saturação de Al3+ ao longo do perfil do solo, utilizando a 

calagem, necessita de tempo e volume maior, devido à baixa solubilidade do calcário 

(CORRÊA et al., 2008).  

A necessidade de corretivos e insumos é indiscutível no sistema agrícola, 

independentemente do tipo de solo e ou cultura, no entanto recomendações construídas com 

base em características específicas, e a incorporação de ações sustentáveis, basicamente, ao ser 

efetuado de maneira consciente resultam positivamente em elevação produtiva, diminuição de 

custos e preservação do ambiente. Proporciona redução de desperdício e otimiza recursos como, 

máquinas, operadores, uso de terra e insumos. 

 

 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 LOCAL DO ENSAIO E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

O experimento foi desenvolvido na Casa de Vegetação Climatizada do Programa de 

Melhoramento Genético (PMGCA) e no Laboratório de Ecotoxicologia e Química Ambiental 

(LEQA), ambos no Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal de São Carlos (CCA-

UFSCar), campus de Araras-SP, no período entre Junho e Setembro de 2018. O ensaio foi 

disposto em delineamento inteiramente casualizado, num esquema fatorial 2 × 5. Os dez 

tratamentos consistiram da combinação entre dois níveis do fator variedades de cana-de-açúcar 

(RB928064 e RB855156) e cinco níveis do fator concentração de  Al3+ em solução fornecido 

na forma de cloreto de alumínio hexahidratado (Al3+Cl3.6H2O - Merck®) nas concentrações 0, 

500, 1000, 1500 e 2000 mol L-1, com cinco réplicas, totalizando 50 unidades experimentais. 
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 OBTENÇÃO E PREPARO DOS MINIRREBOLOS DE CANA-DE-AÇÚCAR 

 

O material propagativo das variedades RB928064 e RB855156 de cana-de-açúcar foi 

fornecido pelo Programa de Melhoramento Genético de Cana-de-Açúcar da Universidade 

Federal de São Carlos (PMGCA-UFSCar), que integra a Rede Interinstitucional de 

Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA). Dentre as características principais das 

variedades selecionadas estão:  

RB928064: desenvolvimento médio, alta produtividade agrícola, com colheita em 

setembro/novembro, bom teor de sacarose, boa sanidade e excelente brotação em cana planta e 

em soqueiras, florescimento raro e interior excelente (RIDESA, 2015). Considerada resistente 

ao Al3+ (OLIVEIRA, 2012) 

RB855156:  alta precocidade e ótima capacidade de brotação em soqueiras, produtividade 

média, com colheitas em abril/maio, porte médio e velocidade de crescimento regular 

(RIDESA, 2015). Considerada sensível ao Al3+ (OLIVEIRA, 2012). 

Os minirrebolos de cana-de-açúcar, com gema individualizada e tamanho aproximado 

de 4,5 cm, foram produzidos conforme o sistema de multiplicação com o uso de mudas pré-

brotadas (MPB), preconizado por Landell et al. (2012).  Utilizaram-se colmos produzidos em 

viveiros básicos, submetidos aos manejos e protocolos de qualidade, isentos de doenças, sem 

mistura varietal e com idade de seis a dez meses. Houve eliminação das extremidades dos 

colmos (ponta e pé) para minimizar a ocorrência de dominância apical e a desuniformidade de 

brotação das gemas. Os minirrebolos foram submetidos à tratamento térmico em água, à        

50,5 oC por 2 horas (Figura 3 - A,B), para se evitar a incidência de raquitismo, uma doença 

sistêmica provocada pela bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli e que causa distúrbios nos vasos 

condutores, prejudicando o fluxo de água e de nutrientes pelo xilema. Adicionalmente, os 

minirrebolos foram imersos, por 4 minutos, em solução de fungicida sistêmico à base de 

azoxistrobina e ciproconazol 0,1% na solução (produto comercial Priori Xtra – Syngenta®), 

visando a proteção contra a incidência de ferrugem alaranjada (Puccinia kuehnii) e podridão 

abacaxi (Ceratocystis paradoxa) (Figura 3 - C).  
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Figura 3. (A) Tratamento térmico padrão (água quente a 50,5 oC por 2 horas) de minirrebolos de cana-de-açucar; 

(B) imersão dos minirrebolos em tanque para banho térmico; (C) imersão dos minirrebolos em balde com solução 

de fungicida sistêmico à base de azoxistrobina e ciproconazol 0,1% na solução. 

  

 BROTAÇÃO DOS MINIRREBOLOS DE CANA-DE-AÇÚCAR  

 

Os minirrebolos de cana-de-açúcar passaram por etapa de brotação, seguindo o 

protocolo com adaptações de Oliveira, 2012. Para a obtenção de plântulas homogêneas e 

vigorosas a serem utilizadas no ensaio de estresse abiótico por  Al3+ em solução, primeiramente, 

as extremidades dos minirrebolos foram seladas com parafina (Figura 4 - A), conforme sugerido 

por Hetherington et al. (1988) para evitar a oxidação excessiva e como medida complementar 

contra a incidência de fungos. Bandejas plásticas (38 × 27 × 10 cm) foram preenchidas com 

uma camada de aproximadamente 8 cm de vermiculita média, utilizada como substrato para 

brotação. O substrato foi umedecido na proporção 1:0,8 vermiculita : água (massa/volume) e 

os minirrebolos, após serem acomodados com a gema voltada para cima (Figura 4- B), foram 

cobertos com uma camada de 1 cm de vermiculita.   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. (A) Operação de selagem das extremidades dos minirrebolos de cana-de-açúcar com parafina; (B) 

Acomodação dos minirrebolos em bandeja contendo vermiculita para brotação.  

A B C

A B 
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As bandejas foram acondicionadas em casa de vegetação climatizada do PMGCA-

UFSCar, com temperatura constante de 30 °C. Devido às baixas temperaturas normalmente 

predominantes nos meses em que ocorreu o experimento, a temperatura foi mantida constante 

por sistema de aquecimento a gás. A umidade das bandejas foi monitorada visualmente e 

diariamente, e a reposição de água foi conduzida com aplicação de 500 mL de água em 

intervalos de 48 horas. A brotação começou a ser observada após 15 dias do plantio dos 

minirrebolos. As plântulas permaneceram em casa de vegetação por 25 dias (Figura 5 – A, B e 

C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. (A) Etapa da brotação de minirrebolos; (B e C) desenvolvimento inicial de plântulas de cana-de-açúcar 

em bandejas com vermiculita mantidas em casa de vegetação climatizada.  

 

 

 ACLIMATAÇÃO DE PLÂNTULAS DE CANA-DE-AÇÚCAR EM SOLUÇÃO 

NUTRITIVA 

 

Após o período de brotação e de desenvolvimento inicial em casa de vegetação,  as 

plântulas foram levadas ao laboratório para lavagem, em água corrente, visando a retirada da 

vermiculita aderida ao sistema radicular (Figura 6-A). Em seguida, foi realizada a triagem de 

plântulas que apresentaram maior uniformidade de brotação e maior padrão de vigor do sistema 

radicular e da parte aérea (Figura 6-B).  

As plântulas selecionadas foram fixadas em placas de isopor, com orifícios na porção 

inferior dos  minirrebolos com tamanho suficiente para a passagem de todo o sistema radicular. 

Após acomodação das plântulas, a placa de isopor foi colocada sobre bandeja plástica (50 × 37 

× 19 cm) contendo 30 L de solução nutritiva completa (Tabela 2), para imersão do sistema 

radicular (Figura 7 - A). 

A B C 
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Figura 6. (A) Plântulas de cana-de-açúcar após o período de desenvolvimento inicial em casa de vegetação; (B)  

plântula de cana-de-açúcar com padrão adequado de desenvolvimento e com sistema radicular isento de partículas 

de vermiculita.  

 

O conjunto foi mantido sob temperatura ambiente, em local sem incidência de luz 

natural. A uniformidade de luminosidade sobre as plântulas foi mantida por lâmpadas 

fluorescentes com potência de 40 W, alocadas em altura suficiente para assegurar a incidência 

de luz com intensidade entre 4,0 e 5,0 klux (GEORGE; SHERRINGTON, 1987; GRIBAUDO;  

FRONDA, 1993) (aferida por luxímetro (Figura 7 - B)), promovendo a aclimatação das 

plântulas para realização da fotossíntese. O sistema foi programado para simular fotoperíodo 

de 12 horas e as plântulas permaneceram sob arejamento contínuo da solução, por 

borbulhamento de ar proveniente de moto-compressor ( Compressor bomba de ar – Boyu Acq-

001). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 7. (A) Disposição de plântulas de cana-de-açúcar durante fase de aclimatação em recipiente contendo 

solução nutritiva completa; (B) aferição da intensidade de luz incidente sobre as plântulas de cana-de-açúcar.  

A B 

B A 
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A adequada nutrição mineral das plântulas de cana-de-açúcar, antes de serem 

submetidas ao estresse por  Al3+, foi realizada por uma adaptação da solução clássica de 

Hoagland & Arnon (HOAGLAND & ARNON, 1938, citado por COMETTI et al., 2006), 

preparada com fundamento nos teores foliares de nutrientes considerados adequados para a 

cultura de cana-de-açúcar (Tabela 1). 

A composição e a concentração da solução nutritiva de macro e de micronutrientes 

(Tabela 2) adequadas para a cultura da cana-de-açúcar foram calculadas conforme o método 

prático de Cometti et al. (2006). A solução nutritiva foi usada para garantir fornecimento 

balanceado de nutrientes às plântulas, de forma a evitar que o sistema radicular apresentasse 

limitações que não fossem decorrentes do estresse por Al3+.  

 

Tabela 1. Teores foliares de macro e micronutrientes considerados adequados para a cultura da cana-de-açúcar. 

 

                          Nutriente  Teores Foliares (g kg-1) 

Macronutrientes  

Nitrogênio  18-25 

Fósforo  1,5-3,0 

Potássio  10-16 

Cálcio  2,0-8,0 

Magnésio  1,0-3,0 

Enxofre  1,5-3,0 

Macronutrientes  

Ferro  40-250 

Mangânes  25-250 

Molibdênio  0,05-0,20 

Zinco 10-50 

Fonte: Raij et al. (1996) 
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Tabela 2. Fontes e concentrações de macro e de micronutrientes utilizadas na composição da solução nutritiva 

para cultivo de plântulas de cana-de-açúcar. 

 

*Fe-EDTA: Dissolver 26,1 g de EDTA dissódico em 286 ml de NaOH mol L-1, misturar com 24,9 g de FeSO4 

.7H2O. Arejar por uma noite e completar a 1 litro.  

 

 EXPOSIÇÃO AO ESTRESSE POR  AL3+ 

 

Após o período de seis dias de aclimatação em solução nutritiva, foram selecionadas, 

para cada variedade, 25 plântulas com uniformidade radicular. As plântulas tiveram suas três 

maiores raízes medidas, de forma que a média resultante foi considerada como o comprimento 

inicial (Ci) da raiz.  

As plântulas foram submetidas a cinco tratamentos com doses crescentes de Al3+ (0, 

500, 1000, 1500 e 2000 mol L-1), fornecido na forma de cloreto de alumínio hexahidratado 

(Al3+Cl3.6H2O - Merck®), com cinco repetições cada. As concentrações de  Al3+ foram 

    Nutriente 

Concentração 

do nutriente 

(mg L-1) 

Massa de                  

reagente (mg L-1) 
    Reagente  

Macronutrientes 

Nitrogênio (N) 

 

154 

 

1299 

 

Nitrato de cálcio 

Potássio (K) 199 515 Nitrato de potássio 

Fósforo (P) 38 141 Fosfato monoamônico 

Magnésio (Mg) 15 152 Sulfato de magnésio 

 Micronutrientes  

Boro (B) 0,3 1,72 Ácido bórico 

Cobre (Cu) 0,15 0,589 Sulfato de cobre 

Mangânes (Mn) 1,5 4,615 Sulfato de manganês 

Molibdênio (Mo) 0,03 0,075 Molibdato de sódio 

Zinco (Zn) 0,15 0,65 Sulfato de zinco 

Ferro (Fe) 2,4 26.100 / 24.900*  Fe-EDTA 
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selecionadas de acordo com  Hetherington et al. (1988); e Oliveira (2012). A exposição do 

sistema radicular das plântulas de cana-de-açúcar a condições de estresse por Al3+ foi feita em 

tubetes de PVC rígido, de 5 cm de diâmetro e 13,5 cm de altura, com fundo vedado com cola 

adesiva epóxi, preenchidos com 130 mL de solução nutritiva completa, acrescida de  Al3+. O 

sistema foi mantido sob arejamento contínuo da solução, por sistema adaptado para 

borbulhamento de ar em cada tubete, suprido por moto-compressor (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Plântulas de cana-de-açúcar com sistema radicular exposto à solução nutritiva acrescida de 

concentrações crescentes de Al3+. 

 

O pH da solução nutritiva contendo  Al3+ foi ajustado para 4,0 (± 0,2), diariamente, com 

HCl 0,1 mol L-1 para garantir o predomínio da espécie livre trivalente de  Al3+ [Al3+ (H2O)6³
+] 

(ROSSIELLO; JACOB NETO, 2006). Nesta etapa, o nutriente Fe foi omitido da solução, para 

evitar interferência, e a concentração de P foi reduzida a 0,025 mmol L-1, para contornar 

problemas de precipitação com o  Al3+ (BRACCINI et al., 2000ab). As raízes ficaram expostas 

à solução contendo Al3+ por 6 (seis) dias. Para determinação do tempo de imersão de raízes de 

cana-de-açúcar, foi utilizado o protocolo de exposição ao  Al3+ desenvolvido por Oliveira 

(2012). Vasconcelos et al (2002) verificaram que a exposição ao Al3+ pelo período de 4 dias foi 

suficiente para identificação de alterações no sistema radicular de cultivares de trigo. Após este 

período, as plântulas tiveram suas três maiores raízes medidas, de forma que a média constituiu 

o comprimento final (Cf).  
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 AVALIAÇÕES BIOMÉTRICAS 

 

Medidas biométricas dos comprimentos radiculares de todas as plântulas foram 

registradas, obtendo-se dois grupos de medidas de comprimento (ROSSIELLO; JACOB-

NETTO, 2006):  

Ci : comprimento inicial (cm) das três maiores raízes, antes de exposição ao Al3+; 

Cf : comprimento final (cm) das três maiores raízes, após a exposição ao Al3+.   

A partir dessas medidas, o crescimento radicular foi expresso de acordo com a       

equação 1.   

Equação 1: 

(Cr ): Cr = Cf – Ci 

Onde Cr = crescimento radicular (cm) 

Os valores de Ci e Cf foram constituídos pela média do comprimento das três maiores 

raízes de cada plântula avaliada, na ocasião das medidas.  

 

 EXTRAÇÃO E ANÁLISE DE ÁCIDOS ORGÂNICOS  

 

No protocolo analítico utilizado para extração dos ácidos orgânicos radiculares, 

adaptado de Menosso (2001), foi utilizada uma média entre 1,0 a 2,5 g de tecido radicular fresco 

de cada cultivar. A trituração de cada amostra foi feita com almofariz e pistilo de porcelana, em 

10 mL de etanol 80% (v/v) (99,8%, Merck, Alemanha) (Figura 9 A ,B). A solução total foi 

armazenada em geladeira a 5 ºC. Após 24 horas, as amostras foram submetidas a tratamento 

ultrassônico (Lavadora Ultrassônica – Unique®, frequência 50/60Hz kHz) por 20 min e 

centrifugadas a 2268 g durante 20 min. Todo o sobrenadante foi evaporado a 55 °C, até à secura 

total em estufa (Estufa de secagem com circulação forçada de ar-  Quimis®).  A temperatura foi 

determinada após avaliação do ponto de ebulição dos ácidos cítrico (175 °C), málico (135 °C) 

e oxálico (160 °C) para evitar a volatilização dos ácidos. O resíduo foi ressuspenso, em 2 mL 

de água deionizada. Após essa etapa, os extratos foram filtrados em membrana com porosidade 

de 0,22 µm (Millex® – Millipore) e armazenados em geladeira à 5 ºC para análise 

cromatográfica. 
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Figura 9. (A) Sistema radicular de minirrebolo de cana-de-açúcar após a etapa de estresse por Al3+; (B) Tecido 

radicular excisado e triturado com pistilo em almofariz. 

 

 Optou-se pela análise de ácidos orgânicos exsudados das raízes, presentes no volume 

total de solução, utilizadas nos tratamentos com Al3+ (Figura 10), afim de obter os valores totais 

de ácidos orgânicos produzidos pelo sistema radicular da cana-de-açúcar e exsudados na 

solução nutritiva. Após os seis dias de exposição ao estresse por doses crescentes de  Al3+, a 

solução foi centrifugada a 2268 g durante 20 min, e o sobrenadante coletado foi evaporado a 

55 °C até  secura total em estufa (Estufa de secagem com circulação forçada de ar-  Quimis®). 

O resíduo foi ressuspenso em 2 mL de água deionizada. Após essa etapa, os extratos foram 

filtrados em membrana com porosidade de  0,22 µm (Millex® – Millipore) e armazenados em 

geladeira a 5 ºC para análise cromatográfica. 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 10. Processo de preparação para evaporação da solução nutritiva utilizada no tratamento de exposição ao 

estresse por Al3+. 

 

A B 
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 Os ácidos orgânicos de interesse neste estudo foram cítrico, málico e oxálico, apontados 

pela literatura como os de maior eficiência de complexação e de desintoxicação do Al3+  

(MIYASAWA et al., 1992; DELHAIZE et al., 1993; MENOSSO et al., 2001; SILVA et al., 

2001).  Para identificação e quantificação dos ácidos orgânicos, foi realizada em cromatógrafo 

de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) (UltiMate - 3000 - Thermo SCIENTIFIC, 

Estados Unidos). As condições operacionais empregadas, para a quantificação de ácidos 

orgânicos, de acordo com Barbosa et al.(2018) estão nas Tabelas 3 e 4.  

 

Tabela 3. Condições operacionais do cromatógrafo líquido de alta eficiência para análise dos ácidos cítrico e 

málico provenientes do sistema radicular de plântulas de cana-de-açúcar submetidas ao estresse pelo Al3+ . 

Parâmetro                          Descrição 

Fase Móvel Ácido ortofosfórico 0,01 mol L-1, pH 2,00 

Coluna Symmetry C18 5um (3,9 x 150 mm) Waters  

Vazão da fase móvel 0,8 mL min-1 

Volume de injeção da amostra 20 μL 

Detector UV-VIS DAD (Arranjo de Diodos) 

Comprimento de onda 200 nm 

Temperatura da coluna 30 oC 

 

Tabela 4. Condições operacionais do cromatógrafo líquido de alta eficiência para análise dos ácido oxálico 

proveniente do sistema radicular de plântulas de cana-de-açúcar submetidas ao estresse pelo Al3+.  

Parâmetro                          Descrição 

Fase Móvel Ácido ortofosfórico 0,001 mol L-1, pH 2,35 

Coluna Symmetry C18 5um (3,9 x 150 mm) Waters 

Vazão da fase móvel 1 mL min-1 

Volume de injeção da amostra 5 μL 

Detector UV-VIS DAD (Arranjo de Diodos) 

Comprimento de onda 200 nm 

Temperatura da coluna 30 oC 

 

Para a determinação do tempo de retenção de cada ácido orgânico, foram injetados 

padrões de alta pureza (grau HPLC - SIGMA-ALDRICH, Brasil) dos ácidos orgânicos, 

preparados em água ultrapura (Milli-Q®, Millipore). As amostras foram filtradas em membranas 

com porosidade de 0,22 µm (Millex®, Millipore). Para fins de caracterização quantitativa das 

amostras, foram construídas curvas de calibração (concentração × área do pico) para cada um 
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dos ácidos identificados através da comparação com o tempo de retenção dos picos padrões 

com intervalo de 95% de confiança. As análises foram realizadas em triplicata (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Curvas de calibração utilizadas para quantificação dos ácidos orgânicos de raiz e exsudados em solução 

nutritiva (concentração × área do pico). 

 

Ácido Equação da reta    R² Concentrações (mg L-1) 

Cítrico y = -0,00256 + 0,00751*x  0,9921 6, 10, 20, 40, 60, 80, 100  

Málico y = -0,033392 + 0,02237*x 0,9806 10, 20, 40, 60, 80, 100 e 200 

Oxálico y = -0,6046 + 0,67523*x 0,9988 10, 20, 40, 60, 100 e 200 

 

 FORMA DE ANÁLISE DOS RESULTADOS 

 

Os resultados médios da biometria de crescimento radicular e dos teores de ácidos 

orgânicos (interior das raízes e exsudados pelas raízes) foram submetidos à análise estatística 

exploratória e ao diagnóstico de influência global (COOK, 1975), que permite a detecção de 

valores influentes (outliers) e sua exclusão fundamentada do conjunto de dados. A técnica 

por box-plot (diagramas de caixas) considerou o primeiro quartil (Q1, valor inferior acima do 

qual estão contidos 75% do dados), o segundo quartil (Q2, que representa a mediana) e o 

terceiro quartil (Q3, valor superior abaixo do qual estão contidos 75% do dados), 

possibilitando a identificação de outliers que foram considerados não pertencentes à 

população.  

A distribuição normal foi avaliada pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk (p < 

0,05) e, na ausência de distribuição normal, procedeu-se a transformação em raiz quadrada 

(√x) conforme metodologia proposta por Box e Cox (1964). Após atestar a normalidade, os 

resultados foram submetidos à análise de variância. Quando o teste F da ANOVA foi 

significativo (p < 0,05), as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 

0,05). Para os fatores quantitativos, foi realizada a análise de modelos de regressão em função 

das doses crescentes de  Al3+ em solução. Os procedimentos estatísticos foram desempenhados 

no programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2018). 
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 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 CRESCIMENTO RADICULAR 

 

A rápida inibição do crescimento radicular é um dos primeiros sintomas observados em 

resposta ao Al3+. Como se trata de resposta de fácil mensuração, torna-se um critério eficaz para 

a seleção de espécies/genótipos tolerantes a este elemento (FOY, 1988; POSCHENRIEDER et 

al., 2008). No presente trabalho, o crescimento radicular foi explicado (p < 0,01) pela interação 

entre variedades de cana-de-açúcar e doses de Al3+ (Tabela 6), semelhante ao relatado por 

Oliveira (2012) quanto à taxa de crescimento radicular de nove variedades de cana-de-açúcar 

submetidas a doses crescentes de Al3+ (0 a 4.000 mol L-1) em solução.    

A variedade RB855156 apresentou crescimento radicular inferior e estatisticamente 

diferente do da RB928064 apenas na dosagem de 1500 mol L-1 (Tabela 10).  Para a variedade 

RB928064, citada por Oliveira (2012) como mais resistente a toxidez por Al3+, nenhuma das 

doses de Al3+ afetou negativamente seu crescimento radicular (Tabela 10).  

 

Tabela 6. Crescimento radicular de plântulas de variedades de cana-de-açúcar submetidas a doses crescentes de 

Al3+ em solução.  

Crescimento radicular (cm) 

Dose de Al RB855156 RB928064 Média das doses 

0  µmol L-1 0,77 abA 0,28 aA 0,53 a 

500  µmol L-1 0,73 abA 0,79 aA 0,76 a 

1000  µmol L-1 1,36 aA 1,10 aA 1,23 a 

1500  µmol L-1 0,04 bB 1,37 aA 0,71 a 

2000  µmol L-1 0,59 abA 0,57 aA 0,58 a 

Média Avaliação 0,70 A 0,82 A 
  

DMS DxV= 0,84         DMS VxD= 1,18          DMS D= 0,84            DMS V= 0,37  

Letra minúscula compara doses dentro de cada variedade e letra maiúscula variedades dentro de cada dose; 

médias seguidas de letras minúsculas iguais na coluna e maiúsculas na linha não diferem entre si pelo teste de 

Tukey a 5% de significância. 
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Pimenta (2017) verificou que o crescimento radicular da variedade SP80-3280 cana-de-

açúcar foi afetado pelo Al3+ a partir das menores concentrações (77 µM Al3+) e do menor tempo 

de exposição (7 dias), enquanto a variedade RB835486 apresentou drástica redução no 

crescimento radicular somente após o contato com 643 µM Al3+. Oliveira (2012) observou que 

o valor crítico de Al3+ em solução que interfere no crescimento das raízes dependeu da 

variedade. 

Menosso et al (2001) avaliaram a influência do Al no crescimento radicular de plântulas 

de duas cultivares de soja, consideradas sensível e tolerante, em duas concentrações de Al3+ (0 

e 0,2 mg L-1). Os autores observaram que as cultivares tolerantes ao Al3+ apresentaram maior 

crescimento radicular do que as cultivares sensíveis, quando havia a presença de Al3+ na 

solução. Contudo, no presente estudo, as variedades de cana-de-açúcar não diferiram quanto ao 

crescimento radicular, exceto quando foram expostas a dosagem de 1500 mol L-1 de Al3+, o 

que denota que as plantas respondem de maneira diferenciada à exposição do Al3+.  

 

4.2 DENTIFICAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DOS ÁCIDOS ORGÂNICOS  

  

As condições de operação do cromatógrafo (Tabelas 3 e 4) utilizadas no presente 

trabalho foram consideradas adequadas para a identificação e quantificação dos ácidos cítrico, 

málico e oxálico alocados no interior do sistema radicular e exsudados pelas plântulas de cana-

de-açúcar na solução nutritiva. Os ácidos foram identificados nos seguintes tempos de retenção: 

ácido cítrico (3,95 min.); ácido málico (4,53 min.); ácido oxálico (1,89 min.). Os 

cromatogramas apresentaram picos de boa resolução nos padrões e nas amostras analisadas 

(Figura 11).  

Existe consenso na literatura científica sobre as dificuldades para o desenvolvimento 

das condições metodológicas ideais para a detecção de diferentes ácidos orgânicos produzidos 

por raízes e exsudados na rizosfera, incluindo os métodos cromatográficos (WAITHAISONG 

et al., 2015; ADELEKE et al., 2017). Dentre os fatores está a necessidade de otimização dos 

protocolos de extração e análises dos ácidos orgânicos, além da variabilidade genética e 

biológica específica da planta (JIANBO et al., 1998; 1999a, 1999b; SILVA et al., 2001; 

CAMPOS, 2002). 
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Figura 11. (A) Cromatogramas do perfil das soluções padrão de ácido oxálico (1,89 min), ácido cítrico (3,95 min) 

e ácido málico (4,53 min.). (B, C e D) ácidos extraídos de amostra de raiz de cana-de-açúcar (RB928064), 

empregando fase móvel ácido ortofosfórico 0,01 mol L-1, pH 2,00 para os ácidos cítrico e málico e 0,001 mol L-1e 

pH 2,35 para o ácido oxálico.  

 

  

A B 

C D 
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As respostas fenotípicas ou bioquímicas, que nem sempre são lineares, de determinadas 

espécies, também contribuem com a não exatidão dos resultados que são dependentes do 

genótipo de cada indivíduo (KOPITTKE et al., 2016; MA et al., 2014; FAMOSO et al., 2010). 

Outro ponto importante é a escassez de trabalhos referentes a identificação e quantificação dos 

ácidos orgânicos provenientes do sistema radicular especificamente de cana-de-açúcar. 

 

 QUANTIFICAÇÃO DA PRODUÇÃO DE ÁCIDOS ORGÂNICOS  

 

Gráficos do tipo boxplot foram usados para a análise da amplitude de variação dos teores 

médios de ácidos orgânicos produzidos pelas variedades RB855156 e RB928064 de cana-de-

açúcar submetidas aos tratamentos com doses crescentes de Al3+ em solução. O exame 

estatístico considerando cinco repetições para cada tratamento identificou valores anômalos 

discrepantes em relação à média adquirida, que foram interpretados como outliers. Após a 

reanálise e a retirada dos outliers, obteve-se um conjunto de dados mais próximo da distribuição 

normal, possibilitando a realização das análises estatísticas, resultando em três repetições para 

cada tratamento (Figuras 12,13 e 14).  Os teores dos ácidos málico e oxálico no tecido radicular 

dependeram das variedades de cana-de-açúcar e as variações dos teores de ácido cítrico e do 

crescimento radicular foram explicadas pelo efeito da interação entre as variedades e as doses 

de Al3+ em solução (Tabela 6). 

A produção de ácido cítrico pela variedade RB928064, em função das doses de Al3+, foi 

significativamente ajustada (p < 0,01) (Tabela 6) por uma equação de regressão polinomial 

quadrática (função polinomial de segundo grau). O coeficiente de determinação indicou que 

74% da variação dos teores de ácido cítrico produzidos no tecido radicular pode ser explicada 

pelos tratamentos (Figura 15). Para o intervalo de doses de Al3+ estudado (0 a 2.000 µmol L-1), 

a função apresentou comportamento crescente contínuo, indicando que, a partir do nível crítico 

de 138 µmol L-1 de Al3+ em solução, a variedade RB928064 apresentou incremento da produção 

de ácido cítrico como um mecanismo de resposta ao aumento do estresse abiótico por Al3+  

ácido cítrico como um mecanismo de resposta ao aumento do estresse abiótico por Al3+ (Figura 

15).   
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Figura 12:  Análise estatística de Bloxpot de teores médios de ácido cítrico (raíz - A e C; total - B e D), resultantes 

de cinco (A e B) e de três replicas (C e D) dos tratamentos com doses crescentes de Al3+ em solução para as variedades 

RB855156 (T1= 0 µmol L-1; T2= 500 µmol L-1, T3= 1000 µmol L-1, T4= 1500 µmol L-1, T5= 2000 µmol L-1) e 

RB928064 (T6= 0 µmol L-1; T7= 500 µmol L-1, T8= 1000 µmol L-1, T9= 1500 µmol L-1, T10= 2000 µmol L-1) de 

cana-de-açúcar; ° outlier. 
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Figura 13:  Análise estatística de Bloxpot de teores médios de ácido málico (raíz - A e C; total - B e D), resultantes 

de cinco (A e B) e de três replicas (C e D) dos tratamentos com doses crescentes de Al3+ em solução para as variedades 

RB855156 (T1= 0 µmol L-1; T2= 500 µmol L-1, T3= 1000 µmol L-1, T4= 1500 µmol L-1, T5= 2000 µmol L-1) e 

RB928064 (T6= 0 µmol L-1; T7= 500 µmol L-1, T8= 1000 µmol L-1, T9= 1500 µmol L-1, T10= 2000 µmol L-1) de 

cana-de-açúcar; ° outlier. 
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Figura 14:  Análise estatística de Bloxpot de teores médios de ácido oxálico (raíz - A e C; total - B e D), resultantes 

de cinco (A e B) e de três replicas (C e D) dos tratamentos com doses crescentes de Al3+ em solução para as variedades 

RB855156 (T1= 0 µmol L-1; T2= 500 µmol L-1, T3= 1000 µmol L-1, T4= 1500 µmol L-1, T5= 2000 µmol L-1) e 

RB928064 (T6= 0 µmol L-1; T7= 500 µmol L-1, T8= 1000 µmol L-1, T9= 1500 µmol L-1, T10= 2000 µmol L-1) de 

cana-de-açúcar; ° outlier. 
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A produção de ácido cítrico da RB855156 não respondeu significativamente as doses 

crescentes de Al3+ nas raízes, mas observou-se nítido aumento na produção deste ácido pela 

variedade RB928064 a partir de 1500 mol L-1 de Al3+ (Tabela 8; Figura 15). Há dificuldades 

na definição do nível crítico que provoca resposta das plantas aos estresses bióticos ou 

abióticos. Segundo Gonçalves et al. (2005), a presença de 185 µM L-1 de Al3+ foi suficiente 

para induzir o aumento dos teores de ácidos orgânicos nas raízes de cultivares de sorgo 

tolerantes e sensíveis ao Al3+, principalmente dos ácidos málico e trans-aconítico. Para Oliveira 

(2012), o valor crítico de Al3+ em solução que passou a diminuir a taxa de alongamento radicular 

da variedade RB855156 foi de 380 µmol L-1, enquanto para a variedade RB928064 o valor foi 

de 3.000 µmol L-1.  

 

Tabela 7. Análise de variância (ANOVA) e do modelo de regressão dos teores de ácidos orgânicos no tecido 

radicular e do crescimento de raízes de plântulas de variedades de cana-de-açúcar submetidas a doses crescentes 

de  Al3+ em solução. 

ANOVA: p-valor do teste F 

FV gl 1AC  1AM  1AO  1 CR 

Doses de Al (D) 4 <0,01** 0,20 ns <0,05 ns 0,11ns 

Variedade (V) 1 <0,01** <0,01** <0,01** 0,26ns 

D x V 4 <0,01** 0,53 ns 0,53 ns 0,01** 

CV%  24,13% 18,08% 28,64% 24,45% 

Teste de normalidade 

(SW) 
0,25 0,33 0,35 0,06 

ANOVA da regressão 

Doses: RB855156   1 ns ns ns ns 

Doses: RB928064 1 Q** ns ns ns 

FV: fonte de variação; gl: grau de liberdade; ns: não significativo; *significativo a 5% de probabilidade pelo 

teste F; ** significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. L: ajuste de regressão linear; Q: ajuste de regressão 

quadrática.1Para atender pressuposição de normalidade (p-valor ≥0,05) os dados foram transformados em √x, 

conforme metodologia de Box & Cox (1964). AC: ácido cítrico; AM: ácido málico; AO: ácido oxálico.
 



50 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Ajuste polinomial da produção de ácido cítrico no tecido radicular de plântulas da variedade RB928064 

de cana-de-açúcar submetidas a doses crescentes de Al3+ em solução.  

  

 Provavelmente, uma das razões de a RB928064 ser tolerante ao Al3+ é a aumento do 

mecanismo de produção de ácido cítrico logo a partir do nível crítico de 138 µmol L-1 de Al3+ 

(Figura 15). De acordo com Oliveira (2012), a integridade e o crescimento manteve-se mesmo 

com a exposição das raízes à 3.000 µmol L-1 de Al3+, concentração a partir da qual há 

diminuição da taxa de alongamento radicular da variedade (OLIVEIRA, 2012).  

As variações dos teores totais de ácido cítrico também dependeram da interação entre 

as variedades e as doses de Al3+ em solução. Os teores totais de ácido málico, a exemplo dos 

teores observados apenas no tecido radicular, também estiveram associados às variedades de 

cana-de-açúcar. Tanto o efeito isolado dos fatores variedades e doses de Al3+, quanto o efeito 

da interação, não foram significativos para explicar a variação dos teores totais de ácido oxálico 

(Tabela 8).  

 Assim como observado no tecido radicular (Tabela 6), somente a produção de ácido 

cítrico total pela variedade RB928064, em função das doses de Al3+, foi ajustada por um modelo 

de regressão (Tabela 7). A aderência dos resultados à equação linear foi altamente significativa 

(p < 0,01), com capacidade de explicar 43% da variação dos teores totais de ácido cítrico em 

função do aumento das doses de Al3+ em solução (Figura 16).  
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Tabela 8. Análise de variância (ANOVA) e do modelo de regressão dos teores 1totais de ácidos orgânicos 

produzidos por raízes de plântulas de variedades de cana-de-açúcar submetidas a doses crescentes de  Al3+ em 

solução. 

ANOVA: p-valor do teste F 

FV gl AC  1AM  AO  

Doses de Al3+ (D) 4 <0,01** 0,11ns 0,38ns 

Variedade (V) 1 <0,01** <0,01** 0,06ns 

D x V 4 <0,01** 0,37ns 0,23ns 

CV%  30,12% 16,51% 38,50% 

Teste de normalidade 0,49 0,51 0,83 

ANOVA da Regressão 

Doses: RB855156  1 ns ns ns 

Dose: RB928064  1 L** ns ns 

FV: fonte de variação; gl: grau de liberdade; ns: não significativo; *significativo a 5% de probabilidade pelo 

teste F; ** significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. L: ajuste de regressão linear; Q: ajuste de regressão 

quadrática.1Para atender pressuposição de normalidade (p-valor ≥0,05) os dados foram transformados em √x, 

conforme metodologia de Box & Cox (1964). AC: ácido cítrico; AM: ácido málico; AO: ácido oxálico. 
1somatório das concentrações de ácidos orgânicos no tecido radicular e exsudados em solução nutritiva. 

 

Ao contrário de vários relatos na literatura, a produção quantitativa de ácidos orgânicos 

não foi influenciada pelo aumento da concentração de Al3+ em solução, com exceção do ácido 

cítrico pela variedade RB928064 (Tabelas 8 e 9). Gonçalves (1998) observou que o aumento 

nos níveis de produção dos ácidos succínico, cítrico, málico, fumárico e t-aconítico esteve 

diretamente relacionado com o aumento do estresse por Al3+, independentemente dos 

cultivares de sorgo (BR007A sensível e BR006R tolerante). 
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Figura 16. Ajuste linear da concentração total de ácido cítrico produzido por plântulas da variedade RB928064 

de cana-de-açúcar submetidas a doses crescentes de Al3+ 
em solução. 

 

Embora muitos trabalhos tenham esclarecido a existência de uma relação direta entre a 

produção e exsudação de ácidos orgânicos por raízes de plantas e a tolerância ao Al3+ 

(MENOSSO, 2001; YANG et al., 2005; CASSOL, 2012; RODRIGUES, 2015), ainda não há 

clara compreensão para a relação entre as concentrações de AOs no apoplasto do tecido 

radicular e a quantidade liberada na rizosfera (ADELEKE et al., 2017). No entanto, tem sido 

atribuída maior importância da determinação dos teores de AOs no apoplasma radicular do que 

no meio externo, principalmente em estudos de detoxificação de Al3+ (JONES et al., 2003). 

Considerando que a diferença entre os teores totais (Tabela 9) e os teores do tecido radicular 

(Tabela 8) representa a quantidade exsudada pelas raízes das plântulas, observou-se que a maior 

proporção de AOs [57% (ácido oxálico – RB928064 a 94% (ácido málico – RB855156)] se 

manteve no interior do tecido radicular, com exceção da variedade RB855156 que exsudou 

69% do ácido oxálico produzido.   
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Tabela 9. Valores médios das concentrações dos ácidos cítrico, málico e oxálico no tecido radicular de plântulas 

de variedades de cana-de-açúcar submetidas a doses crescentes de Al em solução nutritiva. 

Ácido cítrico (mg L-1) 

Dose de Al RB855156 RB928064 
Média (Dose de 

Al) 

0 µmol L-1 1,50 aB 2,96 bA 2,23 b 

500 µmol L-1 1,71 aA 2,24 bA 1,98 b 

1.000 µmol L-1 1,53 aA 2,39 bA 1,96 b 

1.500 µmol L-1 1,67 aB 7,65 aA 4,66 a 

2.000 µmol L-1 1,04 aB 7,19 aA 4,12 a 

Média (variedade) 1,49 B 4,49 A   

               DMS DxV = 1,23          DMS VxD = 1,76          DMS D = 1,25       DMS V = 0,55  

Ácido málico (mg L-1) 

Dose de Al RB855156 RB928064 Média (Dose) 

0 µmol L-1 5,09 28,58 16,83 a 

500 µmol L-1 5,03 23,60 14,32 a 

1.000 µmol L-1 6,97 34,89 20,93 a 

1.500 µmol L-1 3,47 31,55 17,51 a 

2.000 µmol L-1 4,70 20,38 12,54 a 

Média (variedade) 5,05 B 27,80 A   

            DMS DxV = 8,93           DMS VxD = 12,81         DMS D = 9,06         DMS V = 3,99 

Ácido oxálico (mg L-1) 

Dose de Al RB855156 RB928064 Média (Dose) 

0 µmol L-1 0,06 0,11 0,09 a 

500 µmol L-1 0,08 0,13 0,11 a 

1.000 µmol L-1 0,14 0,22 0,18 a 

1.500 µmol L-1 0,13 0,34 0,23 a 

2.000 µmol L-1 0,09 0,29 0,19 a 

Média (variedade) 0,09 B 0,22 A   

            DMS DxV = 0,16           DMS VxD = 0,23          DMS D = 0,16         DMS V = 0,07 

Médias seguidas de letras minúsculas iguais na coluna e maiúsculas na linha não diferem entre si pelo teste de 

Tukey a 5% de significância. DMS: diferença mínima significativa; D: doses de Al3+; V: variedades; DxV: 

desdobramento das doses dentro de variedade; VxD: desdobramento das variedades dentro de dose. 
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Genótipos de diversas espécies de plantas cultivadas respondem diferenciadamente à 

toxicidade por Al³+ e quanto à intensidade de manifestação dos diferentes mecanismos contra 

o estresse abiótico, podem ser agrupados em tolerantes, intermediários e sensíveis (SÁNCHEZ-

CHACÓN et al., 2000). A produção de ácidos orgânicos foi considerada um mecanismo de 

defesa vegetal ao estresse provocado pelo Al3+, cuja intensidade de manifestação dependeu da 

variedade de cana-de-açúcar. Os ácidos cítrico, málico e oxálico foram produzidos em maior 

quantidade pela RB928064 (Tabelas 8 e 9), corroborando conclusões de Oliveira (2012), que 

classificou a variedade como tolerante, considerando a taxa de alongamento radicular de 

plântulas submetidas ao Al3+ em solução. Silva et al. (2000) identificaram a presença dos ácidos 

cítrico, oxálico e acético na rizosfera de plantas de café submetidas ao estresse por Al3+, com 

destaque para a produção de ácido oxálico. Dentre os genótipos de café analisados, as 

variedades Icatu amarelo e Mundo Novo produziram 3,05 mg kg–1 e 3,16 mg kg–1 de ácido 

oxálico, respectivamente, sendo concentrações significativamente diferentes das do genótipo 

Catuaí Vermelho (2,62 mg kg–1). De acordo com Adeleke et al. (2017), a composição dos 

exsudados radiculares, incluindo AOs, depende fortemente da espécie vegetal. Enquanto para 

plantas de café predominou a produção de ácido oxálico (Silva et al., 2000), observou-se que, 

para as variedades de cana-de-açúcar estudadas, o ácido málico foi produzido em maior 

quantidade, com concentrações que variaram de 3,47 (RB855156; 1.500 µmol L-1 de Al3+) a 

34,89  mg L–1 (RB928064; 1.000 µmol L-1 de Al3+) (Tabela 8).  

O predomínio da produção de ácido málico foi também foi observado por Alves (2001), 

em exsudados radiculares de plantas de milho, e por Gonçalves (1998), em cultivares de sorgo 

considerados mais tolerantes ao Al3+. A quantidade de ácidos cítrico e oxálico produzida foi 

consideravelmente menor, bem como a amplitude de variação de suas concentrações [1,04 

(RB855156; 2.000 µmol L-1 de Al) a 7,65  mg L–1 (RB928064; 1.500 µmol L-1 de Al) e 0,06 

(RB855156; 0 µmol L-1 de Al) a 0,34 mg L–1 (RB928064; 1.500 µmol L-1 de Al3+), 

respectivamente] (Tabela 8). A variedade RB855156, considerada sensível ao alumínio 

fitotóxico, produziu, em média, 1,49 mg L-1 de ácido cítrico, quantidade distintamente menor 

do que a produzida pela RB928064 (4,49 mg L-1) (Tabela 8), considerada tolerante ao Al3+ 

(OLIVEIRA, 2012). Em cultivares de soja, Menosso (2001) verificou baixa produção do ácido 

oxálico em comparação ao ácido cítrico.  
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Tabela 10.  Valores médios das concentrações 1totais dos ácidos cítrico, málico e oxálico produzidos por 

plântulas de variedades de cana-de-açúcar submetidas a doses crescentes de  Al3+ em solução nutritiva. 

Ácido cítrico (mg L-1) 

Dose de Al RB855156 RB928064 Média (Dose) 

0 µmol L-1 1,81 aB 4,51 bcA 3,16 b 

500 µmol L-1 1,84 aB 4,95 bcA 3,39 b 

1.000 µmol L-1 1,96 aA 3,85 cA 2,91 b 

1.500 µmol L-1 2,20 aB 9,98 aA 6,09 a 

2.000 µmol L-1 1,04 aB 7,19 abA 4,12 ab 

Média (variedade) 1,77 B 6,10 A  

             DMS DxV = 2,02          DMS VxD = 2,90           DMS D = 2,05        DMS V = 0,90  

Ácido málico (mg L-1) 

Dose de Al RB855156 RB928064 Média (Dose) 

0 µmol L-1 5,28 30,87 18,08 a 

500 µmol L-1 5,37 25,30 15,34 a 

1.000 µmol L-1 7,24 38,48 22,86 a 

1.500 µmol L-1 3,86 35,35 19,61 a 

2.000 µmol L-1 4,92 21,93 13,42 a 

Média (variedade) 5,33 B 30,39 A  

           DMS DxV = 8,68          DMS VxD = 12,46           DMS D = 8,81           DMS V = 3,88  

Ácido oxálico (mg L-1) 

Dose de Al RB855156 RB928064 Média (Dose) 

0 µmol L-1 0,31 0,29 0,30 a 

500 µmol L-1 0,23 0,33 0,28 a 

1.000 µmol L-1 0,44 0,39 0,42 a 

1.500 µmol L-1 0,25 0,49 0,37 a 

2.000 µmol L-1 0,23 0,41 0,32 a 

Média (variedade) 0,29 A 0,38 A   

             DMS DxV = 0,22         DMS VxD = 0,32          DMS D = 0,22           DMS V = 0,10   

Médias seguidas de letras minúsculas iguais na coluna e maiúsculas na linha não diferem entre si pelo teste de 

Tukey a 5% de significância. DMS: diferença mínima significativa; D: doses de  Al3+; V: variedades; DxV: 

desdobramento das doses dentro de variedade; VxD: desdobramento das variedades dentro de dose.  
1somatório das concentrações de ácidos orgânicos no tecido radicular e exsudados em solução nutritiva. 
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A literatura também relata a ausência de padrões de produção de ácidos  orgânicos por 

raízes de plantas submetidas ao estresse por Al. Delhaize et al. (1993) observaram que, após 2 

h de incubação em 200 µmol de Al3+, o conteúdo de ácido málico nos ápices radiculares de 

genótipos tolerantes de trigo não foi alterado, enquanto nos sensíveis houve notória diminuição. 

Tal comportamento também foi relatado por Cassol (2012), que observou decréscimo na 

produção de ácidos málico e cítrico por espécies forrageiras do gênero Stylosanthes (S. capitata 

e S. guianensis) após 24 h em contato com 200 M de Al3+, e por  Andrade et al. (2011), que 

concluíram que houve diminuição da produção de ácido málico pelas variedades Shirosaniyaku 

(tolerante) e Chikushikomugi (sensível) de trigo após 1, 3 e 6 h submetidas à 100 M de Al. 

Dentre as hipóteses, admitiu-se que alguns genótipos de plantas, na presença de Al³+, tiveram a 

biossíntese de ácidos orgânicos (ou de enzimas envolvidas no processo) comprometida e não 

apresentaram capacidade de sintetizá-los em quantidade compatível para exsudá-los para o 

meio externo, de forma que este estresse não constituiu estímulo para ativação da produção 

destas substâncias como mecanismo de defesa. As quantidades de ácidos orgânicos produzidas 

pelas variedades de cana-de-açúcar (Tabelas 8 e 9) pertencem à amplitude relatada por 

ADELEKE et al. (2017) em trabalhos com diversas culturas expostas ao Al3+, tais como grão 

de bico (Cicer arietinum L.), soja (Glycine max),  feijão guandu (Cajanus cajan), milho (Zea 

mays), trigo (Triticum spp.), algodão (Gossypium hirsutum) e tomate (Solanum lycopersicum).   

 

 CRESCIMENTO RADICULAR E ÁCIDOS ORGÂNICOS 

 

A associação entre o crescimento radicular e a produção de ácidos orgânicos foi 

estimada através do teste de correlação de Pearson (p<0,05). Os baixos coeficientes de 

correlação e a ausência de significância estatística indicaram a ausência de correlação entre o 

crescimento radicular e a concentração dos ácidos orgânicos nas raízes e dos ácidos orgânicos 

totais (Figura 17). 

Freitas et al. (2006) avaliaram o desempenho de dezoito genótipos de arroz quanto à 

absorção de P, Mg, Ca e K quando submetidos ao estresse por Al3+ (0,10,20 e 30 mg L-1) em 

sistema hidropônico. Os autores observaram que o crescimento radicular, característica 

importante para a análise da tolerância das plantas ao Al, esteve significativamente associado 

com os teores de nutrientes absorvidos, evidenciando que o desenvolvimento das raízes na 

presença do Al3+ em solução afetou diretamente a absorção dos nutrientes.   
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Gordin et al. (2013), avaliando o crescimento inicial de plântulas de pinhão-manso na 

presença de cinco concentrações de alumínio (0,5,10,15 e 20 mmol L-1) na água de irrigação, 

observaram que a massa fresca da parte área apresentou correlação positiva e significativa com 

todas as características do sistema radicular, reafirmando os efeitos  intrínsecos do Al3+ sobre o 

metabolismo vegetal, onde genótipos sensíveis apresentaram menor desenvolvimento radicular  

e consequentemente baixo aproveitamento dos nutrientes no meio de cultivo, refletindo em 

menor acúmulo de massa na parte aérea.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Correlação entre o crescimento radicular e concentração dos ácidos orgânicos no tecido radicular e nos 

totais de ácidos orgânicos. 

 

r = 0,16 ns 

r = 0,20 ns r = 0,28 ns 

r = 0,12 ns r = 0,13 ns 

r = 0,19 ns 
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 CONCLUSÕES 

 

a) o método instrumental de análise por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

foi eficiente para discriminar e para quantificar os teores dos ácidos cítrico, málico e 

oxálico no tecido radicular e exsudados na solução; 

b) a variedade RB928064 de cana-de-açúcar produziu maior quantidade de ácidos cítrico, 

málico e oxálico do que a variedade RB855156 e ambas as variedades produziram AOs 

na ausência do Al3+; a produção de ácido cítrico pela variedade RB928064 foi induzida 

à partir da concentração de 1500 mol L-1 de Al3+;  a produção de ácidos málico e 

oxálico não foi induzida pelo aumento estresse por Al3+ e foi considerada uma 

característica estritamente varietal;  

c) a maior proporção (57% a 94%) dos teores de AOs produzidos pelas variedades de cana-

de-açúcar se manteve no tecido radicular, com exceção da variedade RB 855156 que 

exsudou 69% do total de ácido oxálico produzido;  

d) o crescimento radicular da variedade RB928064 não foi alterado pelo estresse crescente 

por Al3+; houve diminuição do crescimento radicular da variedade RB855156 na 

concentração de 1500 mol L-1 de Al3+. 
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