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ABSTRACT

XIMENES, Elen Silma Oliveira Cruz, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2025. Aluminum: the unexpected ally of Borreria latifolia (Aubl). K. Schum.
(Rubiaceae). Adviser: Cleberson Ribeiro. Co-advisers: Aristea Alves Azevedo and
Vitor Batista Pinto.

Aluminum (Al) is a phytotoxic element for most crops. However, some species native
to acidic soils accumulate large amounts of the metal without impairing their
development. Borreria latifolia (Aubl.) K. Schum. (Rubiaceae) is a naturally occurring
Al hyperaccumulator in the Cerrado. Some evidence points to positive effects of Al on
this species. In this context, we investigated whether the development of B. latifolia
depends on the presence and concentration of Al. In addition, the interaction
between the metal and pH was also analyzed in plant growth. To this end, we
conducted two experiments: ) plants grown in a hydroponic system under
concentrations of 0, 250, 500, and 750 uM Al; 1) factorial scheme of plant cultivation
at two concentrations (0 or 750 uM Al) under three pH conditions (3.5, 4.5, and 5.5).
Morphological, anatomical, ultrastructural, micromorphological, and biochemical
analyses were performed. The 750 uM Al concentration at pH 4.5 provided the
highest growth rates, while the absence of Al resulted in root apex necrosis and
changes in the cells of the root meristematic region. On the other hand, in plants
treated with Al, the metal was located in the nuclei in the meristematic region of the
root and in the chloroplasts without any damage to the structures. Consequently, we
understand that the absence of Al is a limiting factor for the development of B.
latifolia. Considering these results, we proceeded to test the hypothesis of the
essentiality of Al for this species. To be essential, in addition to the element being
irreplaceable and the plant not completing its life cycle in the absence of the nutrient,
it must be involved in the plant's metabolism. In this sense, we cultivated the plants in
a hydroponic system under four treatments: I) absence (0 uM) or Il) presence (750
uM) of Al for 57 days; lll) absence of Al for 20 days, followed by addition of the metal
(0 -> 750 uM Al) for another 37 days; and 1V) presence of Al for 20 days, followed by
deprivation of the metal (750 -> 0 uM Al) for another 37 days. Morphoanatomical,
physiological, and biochemical analyses demonstrated that Al is indispensable for the
development of B. latifolia. In the absence of the metal, the apical meristems died,
inhibiting plant growth. No element considered essential provided the photosynthetic
performance and antioxidant robustness of plants grown with Al. For the first time, we
present the proteomic profile of the species, pointing out proteins exclusive to the 750
UM Al



concentration, in addition to proteins positively regulated by the metal, essential for
biological functions related to energy metabolism. Therefore, Al meets all the criteria
of essentiality for B. latifolia.

Keywords: Al hyperaccumulator; nuclear Al; Al responsive proteins; network topology



RESUMO

XIMENES, Elen Silma Oliveira Cruz, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2025. Aluminio: o aliado de Borreria latifolia (Aubl). K. Schum. (Rubiaceae.
Orientador: Cleberson Ribeiro. Coorientadores: Aristea Alves Azevedo e Vitor Batista
Pinto.

O aluminio (Al) € um elemento fitotoxico para a maioria das culturas. Entretanto,
algumas espécies nativas de solos acidos acumulam grandes quantidades do metal
sem prejuizos no seu desenvolvimento. Borreria latifolia (Aubl.) K. Schum.
(Rubiaceae) € uma herbacea hiperacumuladora de Al, de ocorréncia natural no
Cerrado. Algumas evidéncias apontam efeitos positivos do Al para essa espécie.
Nesse contexto, investigamos se o desenvolvimento de B. latifolia depende da
presenca e da concentracdo de Al. Aléem disso, a interacdo entre o metal e o pH
também foi analisada no crescimento das plantas. Com esta finalidade, conduzimos
dois experimentos: ) plantas cultivadas em sistema de hidroponia sob as
concentracoes 0; 250; 500 e 750 uM de Al; Il) esquema fatorial de cultivo das plantas
em duas concentragoes (0 ou 750 uM Al) em trés condicbes de pH (3,5; 4,5; 5,5).
Analises morfoldgicas, anatdmicas, ultraestruturais, micromorfologicas e bioquimicas
foram realizadas. A concentracdo 750 uM de Al em pH 4,5 proporcionou as maiores
taxas de crescimento, enquanto a auséncia de Al resultou em necrose do apice
radicular e alteragdes nas células da regiao meristematica radicular. Por outro lado,
nas plantas tratadas com o Al, o metal foi localizado nos nucleos na regido
meristematica da raiz e nos cloroplastos sem qualquer dano as estruturas.
Consequentemente, entendemos que a auséncia de Al € um fator limitante para o
desenvolvimento de B. latifolia. Considerando esses resultados, prosseguimos para
testar a hipdtese da essencialidade do Al para esta espécie. Para ser essencial,
além do elemento ser insubstituivel e a planta ndo completar seu ciclo de vida na
auséncia do nutriente, é preciso envolvimento no metabolismo do vegetal. Nesse
sentido, cultivamos as plantas em sistema de hidroponia sob 4 tratamentos: |)
auséncia (0 uM) ou Il) presenca (750 uM) de Al por 57 dias; Ill) auséncia de Al por
20 dias, seguido de adicdo do metal (0 -> 750 uM Al) por mais 37 dias e V)
presenca de Al por 20 dias, seguido de privagdo do metal (750 -> 0 pM Al) por mais
37 dias. As analises morfoanatémicas, fisioldégicas e bioquimicas demonstraram que
o Al é indispensavel para o desenvolvimento de B. latifolia. Na auséncia do metal os
meristemas apicais morreram, inibindo o crescimento da planta. Nenhum elemento
considerado essencial proporcionou o desempenho fotossintético e a robustez
antioxidante das plantas cultivadas com Al. De forma inédita, apresentamos o perfil



protedmico da espécie, apontando proteinas exclusivas na concentragcao de 750 uM
Al, além de proteinas reguladas positivamente pelo metal, essenciais para funcées
biolégicas relacionadas ao metabolismo energético. Portanto, o Al cumpre todos os
critérios de essencialidade para B. latifolia.

Palavras-chave: hiperacumuladora de Al; Al nuclear; proteinas responsivas ao Al;
topologia de rede
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1 INTRODUGAO GERAL

O aluminio (Al) é o terceiro elemento em maior quantidade e o metal mais
abundante sobre a crosta terrestre (Orians; Bruland, 1985). No solo, ele & encontrado,
principalmente, na forma de aluminossilicatos e éxidos insoluveis (Chauhan et al.,
2021). Contudo, a diminuicdo do pH da solugédo do solo promove a hidrélise desses
compostos, resultando dentre outras formas, na disponibilizagéo do ion Al**, composto
toxico para a maioria das plantas (Ofoe et al., 2023) .

Em regides de solos acidos, como no Cerrado brasileiro, é possivel encontrar
plantas que apresentam mecanismos que lhes permitem manter a vitalidade de
crescimento na presencga do Al. A maioria dessas espécies sao arboreas como Qualea
grandiflora Mart. (Cury et al., 2020; Silva et al., 2023); Vochysia tucanorum Mart.
(Bressan et al., 2021); Eugenia dysenterica (Mart.) D.C (Almeida Rodrigues et al.,
2019), Styrax camporum Pohl (Bressan et al., 2020; Bittencourt et al., 2020) e Qualea
parviflora Mart.(Nogueira et al., 2019).

Os efeitos positivos do Al sobre o desenvolvimento das plantas podem variar
entre espécies. Qualea grandiflora, acumuladora obrigatoria de Al, depende do metal
para manutencao do seu crescimento (Cury et al., 2020). A falta de Al na solugao
nutritiva resultou em plantas cloréticas, com deformidades nos cloroplastos e niveis
reduzidos de clorofila e carotenos. Vochysia tucanorum, outra hiperacumuladora de
Al, apresentou paralizacdo do crescimento, raizes marrons, clorose e queda das
folnas quando cultivada sem Al. No entanto, folhas saudaveis com melhor
performance fotoquimica, raizes brancas e alto grau de enraizamento foram
observados quando as plantas foram expostas ao Al (Bressan et al., 2021).

Para um elemento ser considerado essencial, sua fungao no desenvolvimento
da planta deve ser insubstituivel. Quando ausentes, impossibilitam que a planta
complete seu ciclo de vida. Além disso, os elementos essenciais estdo diretamente
envolvidos no metabolismo da planta (Arnon; Stout, 1939). O Al foi considerado
essencial para as raizes de Camelia sinensis (L.) Kuntze (Sun et al., 2020), arbusto
popularmente conhecido como cha, cuja distribuigdo ocorre em areas tropicais e
subtropicais. As plantas pararam de crescer quando transplantadas de solos acidos
para um sistema de solugao nutritiva sem o suprimento de Al, contendo todos os
macro e micronutrientes considerados essenciais para a maior parte das plantas. Apos

o fornecimento de Al, houve emergéncia de raizes brancas saudaveis. A
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essencialidade do Al para as plantas de cha ocorre através da manutencao da
integridade do DNA e da atividade meristematica da raiz (Sun et al., 2020).

Borreria latifolia (Aubl.) K. Schum. conhecida popularmente como erva quente,
erva-de-botdo-de-folhas-largas, € uma erva anual da familia Rubiaceae que acumula
mais de 10 g de Al por kg de folha (Castro, 2013; Souza-Fernandes, 2019). Existem
varios sinbnimos para esta espécie, dentre eles, destaca-se Spermacoce latifolia Aubl.
(Wiersema et al., 2017). A distribuicdo natural de B. /attifolia inclui as Américas Central
e do Sul (Wiersema et al., 2017). No Brasil, B. lattifolia pode ser encontrada
naturalmente em substratos rupicolas e terricolas nos dominios fitogeograficos da
Amazoénia, Caatinga, Mata Atlantica, Pampa e principalmente do Cerrado. Araiz desta
planta tem sido usada ha algumas décadas como remédio tradicional para tratar
pacientes com malaria (Manandhar, 1995). B. latifolia € rica em compostos
fitoquimicos com potencial para aplicagdes medicinais (Liu et al., 2022; Luo et al.,
2017; Shen et al., 2022).

O papel do Al na fisiologia e no metabolismo de B. latifolia carece de
investigacdes. A presenca de Al em sitios de intensa atividade metabdlica, como
nucleos e cloroplastos, sem qualquer desarranjo funcional ou estrutural (Marques et
al.,, 2025) demostra a importancia do Al para o metabolismo de B. /atifolia.
Adicionalmente, diferentes parametros fotoquimicos avaliados indicaram melhor
performance no aparato fotossintético das plantas cultivadas com Al. O Al atua
positivamente na fotossintese dessa espécie, proporcionando sintese de
fotoassimilados que sustentam uma quantidade adequada de agucares naraiz. Esses
resultados sugerem, de forma pioneira, a essencialidade do Al para a herbacea B.
latifolia (Marques et al., 2025). Todavia, novas pesquisas sdo necessarias a fim de
fortalecer essa premissa.

Os elementos essenciais apresentam uma faixa 6tima de concentragao entre a
deficiéncia e o luxo, a qual é considerada a faixa ideal para o crescimento da planta.
Em baixas doses, a deficiéncia de nutrientes limita o crescimento; a medida que a
dose aumenta, o crescimento melhora até atingir um platé, além do qual doses
excessivas tornam-se téxicas e prejudicam a planta (Alghofaili et al., 2024; Berry;
Wallace, 1981). Assim, é necessario avaliar o efeito de concentragdes crescentes de
Al sobre o crescimento de B. latifolia. Além disso, carece considerar que o nivel de
acidez do solo medeia as interagbes com o Al (Yang et al., 2020). Dessa forma, a

relagao entre Al e condi¢cdes de pH do meio de cultivo requerem analise.
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O cultivo em hidroponia permite o controle da adi¢ao/restricao dos elementos,
facilitando a avaliacao do efeito exclusivo do Al. Entretanto, dos trés critérios de
essencialidade, o envolvimento do elemento na nutrigdo da planta é um dos mais
dificeis de demonstrar (Brown; Zhao; Dobermann, 2022). Técnicas como microscopias
eletrénicas, avaliacdo de trocas gasosas, citometria de fluxo e analise protedmica,
possibilitam de forma precisa o entendimento da localizagdo e fungcédo do Al na
fisiologia e metabolismo de B. /atifolia. Portanto, esta tese dividida em dois capitulos
concentra-se na investigacdo abrangente das lacunas existentes na hipdtese de
essencialidade do Al para B. latifolia. No primeiro capitulo, objetivamos avaliar o
crescimento de B. /atifolia sob concentragdes de Al e os efeitos da interagdo do metal
e do pH. Apés estabelecidas as condigdes ideais para o crescimento de B. latifolia em
sistema de hidroponia, no segundo capitulo, demonstramos como o Al influencia o
metabolismo da planta. Para alcangar esses objetivos utilizamos ferramentas de
analises morfoldgicas, anatdbmicas, ultraestruturais, micromorfolégicas, bioquimicas,
citogenéticas e protedbmicas.

A segunda maior formagao vegetal da América do Sul, o Cerrado brasileiro é
rico em espécies vegetais que sobrevivem em condigdes edafoclimaticas restritivas
(Castro et al., 2022). Pesquisas com essas plantas e seus respectivos mecanismos
de sobrevivéncia em ambiente de baixo pH e alta disponibilidade de Al sdo de extrema
relevancia para a conservagdo desse bioma cuja complexidade biolégica levanta
questdes ainda a serem exploradas pela ciéncia. Essa pesquisa agrega na construgao
de estratégias para o manejo de areas onde ha teores excessivos de Al, além de

fornecer subsidios para melhoramento de plantas visando cultivo em solos acidos.
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ABSTRACT

XIMENES, Elen Silma Oliveira Cruz. Universidade Federal de Vigosa, July, 2025.
Aluminum modulates the morphophysiological plasticity of Borreria latifolia
(Aubl.) K. Schum. (Rubiaceae) a herbaceous species from the Brazilian Cerrado.
Adviser: Cleberson Ribeiro. Co-advisers: Aristéa Alves Azevedo, Vitor Batista Pinto.

Borreria latifolia (Aubl.) K. Schum. is an aluminum (Al) hyperaccumulator species
naturally occurring in the Cerrado biome of South America (‘Brazilian Savanna’). We
investigated whether Al acts as a limiting factor for the development of this species by
evaluating the effects of increasing concentrations of this metal and its interaction with
different pH values on growth rates. To this end, we assessed Al accumulation sites in
plant tissues using confocal microscopy and scanning electron microscopy coupled
with X-ray microanalysis, as well as the morphophysiological alterations induced by
the presence of Al. The beneficial effects on both root and shoot development varied
according to Al concentration and medium pH. The concentration of 750 uM Al at pH
4.5 induced the highest plant growth. Conversely, Al deprivation triggered anatomical
modifications, such as necrosis of root apical cells and alterations in the cells of the
root and shoot meristematic regions. In contrast, Al-treated plants exhibited
morphological similarity to field-grown specimens, with the metal localized in tissues
with high metabolic activity, such as nuclei within the root meristematic region and
chloroplasts. The presence of Al in these cellular sites suggests that this metal is
involved in vital physiological functions, contributing to the maintenance of the
subapical root and apical shoot meristems. Antioxidant enzyme activities were higher
in leaves than in roots, and superoxide dismutase (SOD) activity was elevated in both
roots and leaves following exposure to 750 uM Al. Thus, we conclude that the absence

of Al is a limiting factor for the development of Borreria latifolia.

Keywords: Al hyperaccumulator, Nuclear Al, Al accumulation sites, Antioxidant

metabolism, Apical meristems.
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RESUMO

XIMENES, Elen Silma Oliveira Cruz. Universidade Federal de Vigosa, julho de 2025.
Aluminum modulates the morphophysiological plasticity of Borreria latifolia
(Aubl.) K. Schum. (Rubiaceae) a herbaceous species from the Brazilian Cerrado.
Orientador: Cleberson Ribeiro. Coorientadores: Aristéa Alves Azevedo, Vitor Batista
Pinto.

Borreria latifolia (Aubl.) K. Schum. € uma espécie hiperacumuladora de aluminio (Al)
que ocorre naturalmente no bioma Cerrado da América do Sul (“Brazilian Savanna”).
Noés investigamos se o Al atua como um fator limitante para o desenvolvimento dessa
espécie, avaliando os efeitos de concentragbes crescentes desse metal e sua
interagdo com diferentes valores de pH sobre as taxas de crescimento. Para tanto,
foram avaliados os sitios de acumulo de Al nos tecidos vegetais por meio de
microscopia confocal e microscopia eletronica de varredura acoplada a microanalise
de raios X, bem como as alteragdes morfofisioldgicas induzidas pela presenga de Al.
Os efeitos benéficos no desenvolvimento das raizes e parte aérea variaram conforme
a concentracao de Al e o pH do meio. A concentracédo de 750 uM de Al a pH 4,5 induziu
o0 maior crescimento das plantas. Por outro lado, a privagdo de Al provocou
modificagdes anatdmicas, como a necrose das células apicais da raiz e alteracdes
nas células das regides meristematicas radicular e caulinar. Em contraste, as plantas
tratadas com Al apresentaram semelhanga morfolégica com os espécimes cultivados
no campo, com o metal localizado em tecidos com alta atividade metabdlica, como
nucleos na regiao meristematica da raiz e nos cloroplastos. A presencga de Al nestes
locais celulares sugere que este metal esta envolvido em fungdes fisioldgicas vitais,
contribuindo para a manutencdo dos meristemas subapicais da raiz e apical da parte
aérea. As atividades das enzimas antioxidantes foram mais elevadas nas folhas do
que nas raizes, e a atividade da superoxido dismutase (SOD) foi elevada tanto nas
raizes como nas folhas apds a exposicédo a 750 uM de Al. Assim, concluimos que que

a auséncia de Al é um fator limitante para o desenvolvimento de Borreria latifolia.

Palavras-chave: Hiperacumuladora de Al, Al no nucleo, Sitios de acumulo de Al,
Metabolismo antioxidante, Meristemas.
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1 INTRODUCTION

Aluminum (Al), commonly regarded as a highly phytotoxic element, is,
surprisingly, accumulated in large quantities by certain plant species native to acidic
soils (Silva et al., 2023). The existence of Al-hyperaccumulating plants challenges
current understanding of the biological roles of this metal, indicating the presence of
complex resistance mechanisms and suggesting beneficial (Castro et al., 2024;
Nogueira et al., 2024) or even essential (Sun et al., 2020) functions in some plant
species.

The detrimental effects of Al toxicity have been extensively studied in major crop
species, including soybean (Silva et al.,, 2020; Andrade et al., 2023), rice
(Phukunkamkaew et al., 2021), wheat (Liang et al., 2021), cotton (Kundu & Ganesan,
2023), and maize (Yoshida et al., 2025). In contrast, positive effects of Al in plant
species adapted to acidic soils remain insufficiently explored (Carvalho et al., 2024;
Nogueira et al., 2024). Further research on Al-accumulating species is essential to
clarify the morphophysiological and metabolic adaptations that allow plants to thrive
under high Al availability, a key aspect of plant-soil interactions in acid soils.

The Cerrado biome of South America—the Brazilian savanna—comprises
diverse vegetation types with high plant biodiversity, but faces increasing threats from
climate change and agricultural expansion (Machado et al., 2024). Cerrado soils are
strongly acidic (pH < 5), nutrient-poor, and characterized by high Al saturation (Almeida
et al., 2021). In this environment, some species accumulate over 1 g Al per kg leaf dry
mass (Nogueira et al., 2019; Rodrigues et al., 2019; Bittencourt et al., 2020). These
plants exhibit adaptive traits that mitigate Al toxicity and maintain physiological function
(Castro et al., 2022).

Among Cerrado plants, members of the Rubiaceae, Melastomataceae, and
Vochysiaceae families are prominent Al accumulators (Bressan et al., 2020; Zaia et al.,
2022). Certain species not only tolerate, but require Al to maintain growth and vitality,
such as Qualea grandiflora Mart. (Cury et al., 2020) and Vochysia tucanorum Mart.
(Silva et al., 2023). In these species, the absence of Al leads to root growth inhibition,
leaf chlorosis, defoliation, and chloroplast deformation.

The beneficial effects of Al vary according to species and Al dose (Rodrigues et
al., 2019; Bressan et al., 2020). Molecular and physiological studies have shown that

Al modulates key processes in native species. In Vochysia tucanorum, Al enhances
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rooting and photochemical performance (Bressan et al., 2021), while in Qualea
grandiflora, it increases chlorophyll content, biomass accumulation, and leaf hydration
(Cury et al., 2020; Silva et al., 2023). Notably, in Camellia sinensis (L.) Kuntze, Al is
essential for normal development; plants transferred to Al-free hydroponic solutions
cease growing, but resume root development upon Al supplementation. In this species,
Al has been associated with the maintenance of DNA integrity and root meristematic
activity (Sun et al., 2020).

Borreria latifolia (Aubl.) K. Schum. - commonly known as “erva quente” or
“poaia-do-campo’- is an annual herb of the Rubiaceae family, occurring in the Cerrado.
As an Al accumulator, its responses to varying Al concentrations and pH levels may
provide valuable insights into plant-soil relationships under acid soil conditions (Yang
et al., 2020). Moreover, understanding the survival strategies of such species is critical
for developing conservation approaches and informing crop breeding efforts for acid
soils, thereby enhancing agricultural resilience.

Given the current lack of studies on B. /atifolia, we hypothesized that Al functions
as a limiting factor for its development. The aims of this study were to: (i) assess
whether the growth of B. latifolia depends on both the presence and concentration of
Al, and (ii) evaluate the interactive effects of Al and pH on plant growth. Through
morphological, anatomical, micromorphological, and physiological analyses, we
demonstrate that this herbaceous Cerrado species exhibits pronounced nutritional

plasticity, with impaired growth in the absence of Al.
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2 MATERIALS AND METHODS

2.1.Plant material and growing conditions

Plants of Borreria latifolia (Aubl.) K.Schum. in the vegetative stage, without
branches and with a height between 10 and 15 cm, were collected with soil in the
Floresta Nacional de Paraopeba (FLONA) located in Paraopeba, Minas Gerais — Brazil
(19°20' S and 44°20" W). The FLONA climate is humid subtropical, with a rainy summer
and a dry season from April to September, the average annual precipitation is 1236
mm and the water deficit is 93 mm (Thornthwaite and Mather, 1957). The average
annual temperature ranges from 20 to 23°C, with highs varying between 29 and 31°C
and lows between 16 and 18°C. The average annual humidity varies between 65 and
70%, and in the hottest months averages below 60% predominate, with lows of up to
48% (Nascimento; Novais, 2020).

In this conservation area, where the Cerrado is preserved, the soils have been
classified as Dark Red Latosol, Red-Yellow Latosol and Yellow Latosol (Thibau et al.,
1975). In the area around the plants, samples of Yellow Latosol were taken at a depth
of 10 cm to be used for acclimatizing the seedlings, and six soil samples were
chemically analyzed (Table 1).

As a reference for field conditions, three plants were used to quantify the
concentration of Al in the root and aerial part, and another three plants were used for
anatomical analysis. The other plants were acclimatized in Cerrado soil for 60 days in
a greenhouse with a transparent polyethylene cover and 50% shading on the sides.
Subsequently, after washing the roots in distilled water, the plants selected according
to root and shoot uniformity were transferred to a hydroponics system with continuous
aeration, in a cultivation chamber at 25 + 1 °C, light intensity of 200 uymol photons m-?
s, 80% relative humidity and a 12-hour photoperiod.

The plants were acclimatized in hydroponics for 15 days, in three liters-pots
containing Clark's nutrient solution (Clark, 1975), 1/3 strength, pH 4.5, which was
adjusted daily and the solution replaced weekly. After acclimatization, the plants were

exposed to treatment with the absence or presence of Al.



281
282

283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293

294
295

296
297
298
299
300
301
302
303
304
305

306
307
308
309
310
311
312
313

26

2.2.Experiment 1: Dose-Response

To evaluate the effects of Al and determine the appropriate concentration for
growing B. latifolia in hydroponics, the plants were grown in %2 strength Clark's nutrient
solution containing: 0, 250, 500, 750 uM AICls for 40 days. The solutions were updated
weekly and the pH adjusted daily to 4.5 £ 0.1. Each pot containing an individual of B.
latifolia was considered a sampling unit. The design was entirely randomized with five
replicates for each treatment. The analyses carried out were: relative growth rate,
detection of Al in the root apices, quantification of Al in the dry matter, anatomy and
histochemistry, scanning electron microscopy (SEM) and microanalysis by SEM-
coupled energy dispersive X-ray spectrometer (SEM-EDS), confocal microscopy and

antioxidant enzyme activities.

2.3.Experiment 2: Al and pH interactions

To investigate the effect of the interaction between Al and pH on the growth of
B. latifolia, the plants were grown in %2 strength Clark's nutrient solution in the absence
(0O uM) or presence of Al (750 uM), in combination with pH 3.5, 4.5 or 5.5. for 40 days.
The sampling unit consisted of a pot containing an individual of B. /atifolia. The design
was entirely randomized with four replicates for each treatment, in a 2 x 3 factorial
scheme, with two concentrations of Al and three pH values. Growth was assessed

using the relative growth rate.

2.4.Relative growth rate

The whole plants and roots were sampled, washed using distilled water, dried
on filter paper, oven dried at 65°C until reaching constant weight and weighed using
an analytical balance. To determine the relative growth rate (RGR), plants and roots
were sampled before starting the Al application (initial time, t1=0 days) and weighed
(initial fresh weight, w1). At the end of the experiment (final time, t2=40 days), the w2
of plants and roots (final fresh weight, w2) was used to estimate the RGR, using the
Hunt's equation (1978):
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(In w2 - In w1)

RGR=
G (t2 - t1)

2.5.Detection of Al in root apices

One-centimeter-long root apices were immersed in a solution of 0.2% (w/v)
ferric hematoxylin and 0.02% (w/v) NalOs for 30 seconds (Polle et al., 1978). The
samples were washed in distilled water for 15 minutes. Finally, the roots were
photographed using an Olympus EP50 camera; Olympus Life Science, Tokyo, Japan
coupled to an Olympus SZX7 magnifier.

2.6. Quantification of Al concentration in dry matter

Samples of roots and aerial parts (stems + leaves) were washed in distilled
water, dried in an oven at 65°C until reaching a constant weight, then ground and
digested using nitro-perchloric solution (4:1). The digestion was kept until the solution
turned transparent. The inductively coupled plasma optical emission
spectrophotometry (ICP-OES) (OPTMA 7300 DV, Perkin Elmer) was used to measure

the amount of Al present in the filtered solution. (Tedesco et al., 1995).
2.7. Anatomical and histochemical analysis

The median portion of the youngest fully expanded leaf from the second node
from the apex and 1 cm samples from the median region of the stem were collected
from three individuals in Cerrado conditions and five individuals in experimental
conditions. In addition, 1 cm-segments of the root apex were collected from five
individuals in experimental conditions.

After two 30-minutes washes in sodium phosphate buffer (0.1 M) pH 7.2, the
samples were fixed in 2.5% (v/v) glutaraldehyde and dehydrated with an increasing
ethanol series (30 to 95% for x minutes each). The material was pre-infiltrated under
vacuum with a mixture of 95% ethanol and in hydroxyethyl-methacrylate (Leica
Historesin® Plus),1:1, for 24 hours. Then the samples were embedded in hydroxyethyl-

methacrylate following the manufacturer's recommendations.
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Transverse and longitudinal-sections of 5 um thick were made with the aid of an
automatic rotary microtome (model RM2255, Leica Microsystems Inc., Deerfield,
lllinois, USA). The slides were stained with: 0.05% Toluidine Blue in citrato buffer (pH
4.7) for ten minutes (O'Brien et al., 1964); Chrome Azurol'S (CAS) for one hour
(Kukachka; Miller, 1980) and Lugol's reagent for 10 minutes (Johansen, 1940). The
slides were mounted in Permount (Fisher Scientifical Mounting Medium). Images were
captured with a U-Photo system and a digital camera (Zeiss HRC model) coupled to
an Olympus® AX70TRF model) optical microscope (Olympus ® AX70TRF).

2.8.Scanning electron microscopy (SEM) combined with energy-dispersive

X-ray spectrometry (EDS)

Root apices, median portions of the leaf vein and stems of three plants from the
0 and 750 uM Al treatments were fixed in 2.5% (v/v) glutaraldehyde. The samples were
then dehydrated with an increasing ethanol series (30 to 100% for ten minutes each),
immediately dried using COz in a critical point dryer apparatus (CPD 030, Bal-Tec,
Balzers, Liechtenstein), mounted and metallized with gold (FDU 010, Balzers,
Liechtenstein) for SEM analysis (LEO 1430 VP, Zeiss, Cambridge, UK). For elemental
analysis, the dried plant material was coated with carbon (Quorum Q150T, East
Grinstead, West Sussex, UK) and analyzed using an X-ray probe (X-EDS, IXRF
systems, Houston, TX, USA) coupled to the SEM. The map of distribution of aluminum

and silicon (Si) were also taken. The accelerating voltage was 15 kV for both analyses.

2.9.Confocal Laser Scanning Microscopy

Root apices of 0.5 cm were fixed in 4% paraformaldehyde, were washed twice
in 0.1 M acetate buffer (pH 5.2), and then incubated with the 10 yuM lumogallion (in 0.1
M acetate buffer, pH 5.2) for 60 min at 50°C in the dark (Kataoka; Nakanishi, 2001).
Subsequently, the samples were washed in acetate buffer and the fluorescence was
observed on a laser scanning confocal microscope (LSM 900 Axio Observer 7, Carl
Zeiss Microlmaging, Thornwood, USA) using a 488 nm laser. Images were taken on
the Z axis (“Z stacks”) at intervals of 2.46 um for the control and 5.53; 6.88 and 17.80
pum for the 250; 500 and 750 uM Al treatments, respectively.
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2.10. Antioxidant enzyme activities

To determine the activity of the enzymes superoxide dismutase (SOD) (EC
1.15.1.1), catalase (CAT) (EC 1.11.1.6), total peroxidase (POX) (EC 1.11.1.7) and
ascorbate peroxidase (APX) (EC 1.11.1.11), 0.3 g of root samples and 0.3 g of fresh
leaves from each treatment were frozen and then macerated in liquid nitrogen. Five
biological replicates were used per treatment.

The samples were homogenized in an extraction medium containing 2 mL of 0.1
M potassium phosphate buffer (pH 6.8) with 0.1 mM EDTA, 1 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride (PMSF) dissolved in p.a. ethanol and 1% polyvinylpolypyrrolidone (PVPP)
(w/v). The crude extract was centrifuged at 12,000 g for 15 minutes at 4 °C and then
the supernatant was collected for enzymatic analysis (Ribeiro et al., 2012) and protein
dosages (Bradford, 1976).

To quantify SOD activity, the crude enzyme extract was added to a reaction
medium containing 50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.8, 0.1 mM EDTA, 13 mM
methionine, 75 mM nitro blue tetrazolium (NBT) and 2 pM riboflavin. The reaction was
carried out at 25 °C in an LED light chamber (= 1000 lumens). After three minutes of
exposure to light, the blue formazan produced by the photoreduction of NBT was
measured at 560 nm (Giannopolitis; Ries, 1977). One unit of SOD was defined as the
amount of enzyme capable of inhibiting half of the photoreduction of NBT.

CAT activity was determined by adding the crude enzyme extract to a reaction
medium containing 50 mM potassium phosphate buffer, pH 7.0 and 12.5 mM hydrogen
peroxide (Havir; Mchale, 1987). The decrease in absorbance was recorded at 240 nm
for one minute at 30 °C. The CAT activity was calculated using the molar extinction
coefficient of 36 M-' cm™' (Anderson et al., 1995).

To determine POX activity, the crude enzyme extract was added to a reaction
medium containing 25 mM potassium phosphate buffer, pH 6.8, 20 mM pyrogallol and
20 mM hydrogen peroxide. The increase in the absorbance was analyzed during a
one-minute reaction at 420 nm at 30 °C (Kar; Mishra, 1976). Enzyme activity was
calculated using the molar extinction coefficient of 2.47 mM-' cm-! (Chance; Maehley,
1955).

APX activity was determined by adding the crude enzyme extract to a reaction
medium containing 50 mM potassium phosphate buffer, pH 7.0, with 0.1 mM EDTA,

4.8 mM ascorbic acid and 1 mM hydrogen peroxide. The decline in the absorbance
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was measured at 290 nm at 30 °C for 1 minute. The activity of the enzyme was
measured using the molar extinction coefficient of 2.8 mM-' cm' (Nakano; Asada,
1981).

2.11. Statistical Analysis

The homogeneity of variance and normality of the data were checked using the
Bartlett and Shapiro-Wilk tests, respectively, both at 5% significance. The data was
then subjected to analysis of variance (F test, p < 0.05). One-way ANOVA was carried
out in experiment 1 and two-way ANOVA in experiment 2. When significant, the means
of the variables were compared using the Tukey test (p < 0.05). All statistical tests

were carried out using R software version 4.3.1 (R Development Core Team, 2018).
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3 RESULTS

3.1.Growth of Borreria latifolia depends on aluminum concentration

The shoot and root phenotypes of B. latifolia, as well as relative growth rates
(RGR), were markedly modulated by Al availability (Fig. 1a, c). In the presence of Al,
plants exhibited an upright growth, whereas Al-deprived plants displayed stem
bending. The highest root RGRs were observed at 500 and 750 yM Al, while the
absence of Al resulted in lower root growth and biomass accumulation (Fig. 1b).
Whole-plant RGR (Fig. 1d) followed the same trend as root RGR, with higher growth
rates observed at the highest Al concentrations compared to Al-free controls.

Hematoxylin staining confirmed Al accumulation in the roots of Al-treated plants
(Fig. 2a), with greater intensity in the root apex and elongation zones. No staining was
detected in control plants (Fig. 2a). Moreover, root Al concentration in plants grown in
750 uyM Al was five times higher than in Al-deprived plants (Fig. 2b).

In the absence of Al, plants exhibited necrosis in leaf apices and shoot apical
meristems (Fig. 3a). In contrast, plants grown with 500 or 750 uM Al displayed healthy
leaf morphology and necrosis-free shoot apical meristems. At 250 yM Al, shoot
meristems remained healthy, although leaf apex necrosis was still observed (Fig. 3a).
As in roots, shoot tissues of plants grown in 750 uM Al accumulated five times more Al
than control plants (Fig. 3b).

Higher Al concentrations promoted increased growth rates and the development
of healthy root and shoot apices compared to Al-free controls (Figs. 1-3). No significant
growth differences were observed between 500 and 750 uM Al. Based on the superior
phenotype observed at 750 uM Al, this concentration was selected for subsequent

experiments investigating the combined effects of Al and pH on plant growth.

3.2. The beneficial effect of Al on Borreria latifolia growth depends on pH

Optimal root and shoot growth of B. latifolia requires aluminium at pH 4.5
Combined effects of aluminium and pH on root architecture and shoot viability in B.
latifolia. Root growth was consistently lowest in the absence of Al across all pH
conditions (Fig. 4a), whereas Al supplementation markedly enhanced root formation,
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with the greatest response observed at pH 4.5 (Fig. 4b). Without Al, shoot apices
exhibited chlorosis followed by necrosis across all pH levels (Fig. 4a). In contrast, 750
MM Al promoted healthy leaf and shoot apical meristem development irrespective of
pH, with the most vigorous phenotype occurring at pH 4.5 (Fig. 4b).

In Al-free treatments, RGR was unaffected by pH variation (Fig. 4c). However,
in the presence of 750 uM Al, the highest plant growth occurred at pH 4.5. At pH 5.5
and 3.5, RGR decreased by 36% and 46%, respectively, relative to pH 4.5 (Fig. 4c).

3.3.Al deprivation induces anatomical changes, while Al accumulates in

metabolically active tissues

The leaf epidermis of B. /atifolia plants grown exclusively in the field is uniseriate,
consisting of papillate cells on the adaxial surface (Fig. 5a) and non-glandular
trichomes (Fig. 5b). Leaves are amphistomatic, with a dorsiventral mesophyll
composed of a single layer of palisade parenchyma, paravenal parenchyma, and
crystal idioblasts containing raphides (Fig. 5a, inset), along with a few layers of spongy
parenchyma. Vascular bundles are collateral, and annular collenchyma is present in
the midrib (Fig. 5b). Al was detected in the cell walls and nuclei of epidermal,
collenchyma, and phloem cells, as well as in the nuclei and chloroplasts of palisade
and spongy parenchyma cells (Fig. 5c, d).

The stem epidermis is also uniseriate, with papillate cells, trichomes, and
stomata (Fig. 5e). Crystal idioblasts with raphides, annular collenchyma in the wing
regions, a narrow cortex filled with parenchyma, and early secondary growth marked
by secondary xylem were observed (Fig. 5e). Aluminium was detected in the nuclei of
epidermal and wing collenchyma cells, in the phloem, in the xylem rays, and in the
nuclei and chloroplasts of cortical parenchyma cells (Fig. 5f).

In contrast, the leaf epidermis of B. latifolia plants grown hydroponically in the
absence of Al exhibited necrosis of the root apex, changes in cell shape and size, and
abnormal divisions in the meristematic region (Fig. 6a—d). In these roots, Al was
detected only in the nuclei (Fig. 6a, inset). Leaves lacked differentiated collenchyma in
the midrib and showed altered differentiation of vessel elements (Fig. 6b). No
collenchyma formed in the stem wings. In the cortical region, cell lysis and rupture of

crystal idioblasts were observed (Fig. 6¢). Vessel elements developed abnormally, with
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sinuous cell walls (Fig. 6¢). Similar to roots, Al in the aerial parts was detected only in
cell nuclei (Fig. 6d).

In the presence of Al, anatomical structures resembled those of field-grown B.
latifolia plants (Fig. 6e—m). Roots exhibited healthy apices with a well-defined
meristematic region (Fig. 6e) and developing lateral roots, with no morphological
changes except at 250 uM Al, where roots resembled those of Al-deprived plants (data
not shown). At 500 and 750 uM Al, Al was restricted to the nuclei and cytoplasm of
cells in the root cap and meristematic region (Fig. 6f, inset).

Leaves of Al-treated plants showed no structural damage, except at 250 uM Al,
where collenchyma failed to form and vascular bundles in the midrib were altered (Fig.
6g). The leaf morphology at higher Al concentrations was similar to that of field-grown
plants. Al was localized in the cell walls of primary tissues, as well as in nuclei and
chloroplasts (Fig. 6h). Collenchyma in the midrib and collateral vascular bundles
formed normally, with no alterations in vessel differentiation (Fig. 6i). In all Al
treatments, stems showed collenchyma in the wing regions, and no damage was
observed in cortical, vascular, or pith tissues (Fig. 6j, k). At higher Al concentrations,
starch accumulation was observed in the pith (Fig. 6j, inset), and Al was detected in all
pectocellulosic cell wall tissues, nuclei, and chloroplasts (Fig. 6l, m).

Al distribution maps obtained by SEM-EDS in roots (Fig. 7d-f), leaves (Fig. 7j—
1), and stems (Fig. 7p—r) of plants grown at extreme Al concentrations (0 and 750 uM)
corroborated light microscopy results, confirming Al accumulation in the nuclei of root
meristematic zone cells (Fig. 7f). In the leaf lamina, Al was detected predominantly on
the abaxial surface in both treatments (Fig. 7j, k), including in trichomes (Fig. 71). In
stems, Al was detected throughout the radial structure, with some overlap with silicon
(Si) in pith cell walls (Fig. 7p-r).

In roots treated with Al, the Al-lumogallion complex exhibited strong
fluorescence intensity (Fig. 8b—d) compared to the Al-deprived treatment (Fig. 8a).
Similar results were observed at different tissue depths using Z-stacks (Fig. S1). In
addition to the weak fluorescence, root cells grown in the absence of Al exhibited
irregular and sinuous shapes (Fig. 8a). At higher Al concentrations, fluorescence was
observed in cell walls and nuclei (Fig. 8c, d), confirming light microscopy results.
Furthermore, cells in the division zone were larger in plants treated with high Al

concentrations than in Al-deprived plants (Fig. 8a, d, and S1).
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3.4. Al modulates the enzymatic antioxidant system in Borreria latifolia

The activities of the antioxidant enzymes SOD, CAT, POX, and APX were
generally higher in leaves than in roots across all treatments (Fig. 9), except for SOD,
whose activity in leaves under 250 uM Al was comparable to that observed in roots
under 750 uM Al. In the absence of Al, SOD activity was lower in both roots and leaves
compared to the 750 uM Al treatment (Fig. 9a, b).

In contrast, CAT activity in leaves decreased progressively with increasing Al
concentrations (Fig. 9d), while no significant differences were observed in roots (Fig.
9c). In the presence of Al, POX activity in roots was similar across all treatments;
however, it was significantly higher than in the Al-deprivation condition (Fig. 9e). In
leaves, POX activity remained unchanged across treatments (Fig. 9f). Similarly, APX
activity did not differ significantly among Al concentrations in either roots or leaves (Fig.
9g, h).
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4 DISCUSSION

This study demonstrates that aluminium (Al) deprivation impairs the
development of Borreria latifolia. Plant growth is not only dependent on the presence
and concentration of Al but also modulated by pH. Al deprivation induced adverse
morpho-anatomical changes in both roots and leaves. The accumulation of Al in
metabolically active sites—such as nuclei and chloroplasts—without structural
damage suggests that Al is involved in vital physiological functions, including lateral
root formation and maintenance of root and shoot apical meristems. Moreover, the Al-
mediated modulation of antioxidant enzymes indicates a key role for Al in redox
metabolism in B. latifolia.

The positive effects of Al on root and shoot development were concentration-
and pH-dependent. Given the impaired root and shoot development under Al
deprivation—and according to recently proposed criteria for defining plant nutrient
(Brown et al., 2022; Santa-Maria et al., 2023)—Al can be considered a limiting nutrient
for B. latifolia. All other essential nutrients were supplied at optimal levels in all
treatments. Morphological and anatomical disorganization was observed only under
Al-deprivation, suggesting a specific nutritional requirement of B. latifolia for Al.
Accordingly, Al deprivation affected cellular organization at the root apex and triggered
alterations in root and shoot architecture. Root architectural modifications are closely
linked to cell elongation, cell division, and water and nutrient acquisition (Kundu &
Ganesan, 2023; Wang et al., 2024). In our study, the absence of Al suppressed lateral
root formation while enhancing primary root growth, as reported in other Al-
accumulating species such as Eugenia dysenterica (Rodrigues et al., 2019), Qualea
grandiflora (Cury et al., 2020), and Vochysia tucanorum (Bressan et al., 2021), all of
which also showed reduced lateral root density under Al deprivation.

It is likely that plants maintained physiological activity in the absence of external
Al due to residual Al accumulated during early development in Cerrado soil. The
detection of Al in the nuclei of root meristematic cells suggests possible remobilization
from older root tissues. This points to a critical function of Al in maintaining DNA
integrity in meristematic cells. In Camellia sinensis, nuclear Al was associated with
DNA stabilization and mitotic activity, promoting the emergence and elongation of roots
(Sun et al., 2020). Metabolomic and proteomic analyses in Qualea grandiflora have
also suggested Al-dependent cell wall synthesis pathways in roots (Cury et al., 2020).
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Taken together with our findings, the strong correlation between relative growth rate
(RGR), root branching, and Al concentration supports a pivotal role for Al—particularly
its nuclear localization—in promoting cell proliferation.

Comparative analysis of shoot phenotypes between Al-deprived and Al-treated
plants revealed that Al is also crucial for the maintenance of shoot apical meristems.
Al accumulation in chloroplasts occurred without causing any morphoanatomical or
physiological disorder in leaves; on the contrary, shoot apices remained viable in the
presence of Al, whereas necrosis was observed in Al-deprived plants. Similar
chloroplast-localized Al accumulation without toxicity has been reported in other
Cerrado species such as Eugenia dysenterica (Rodrigues et al., 2019), Hancornia
speciosa Gomes (Rodrigues et al., 2017), Miconia rubiginosa (Bonpl.) DC. (Bressan
et al., 2016), Qualea grandiflora, Callisthene major Mart. & Zucc. (Andrade et al.,
2011), and Rudgea viburnoides (Cham.) Benth. (Malta et al., 2016). However, the
physiological mechanisms underlying this tolerance to Al accumulation in the
chloroplast remain unclear.

Soil pH is a key determinant of Al chemical speciation and bioavailability (Yang
et al., 2020). While cultivated plants typically benefit from increased pH due to reduced
AI** bioavailability (Wu et al., 2022), B. latifolia growth was not enhanced by increasing
pH from 4.5 to 5.5. The beneficial effect of Al in mitigating H* toxicity in acid-tolerant
species (Muhammad et al., 2019) does not apply to B. /atifolia, whose development at
pH 3.5 was inferior to that at pH 4.5. Extremely low pH (< 4.0) promotes Al precipitation
or complexation with organic compounds, reducing its bioavailability (Bojoérquez-
Quintal et al., 2017). Our findings thus highlight a direct, positive role of Al in B. latifolia
metabolism and establish pH 4.5 as optimal for its hydroponic cultivation.

As a common Cerrado species, B. latifolia is expected to possess stress-
adaptive metabolic traits. Al-induced growth stimulation may be linked to the activation
of antioxidant defense systems. SOD (superoxide dismutase) acts as a frontline
enzyme converting superoxide radicals (O,*7) into hydrogen peroxide (H,O,) (Yang et
al., 2021), followed by detoxification by H,O,-scavenging enzymes such as CAT
(catalase) and POX (peroxidases) (Ribeiro et al., 2022). In our study, Al modulated the
activities of these enzymes, notably CAT in leaves.

CAT plays a prominent role in detoxifying high levels of H,O, due to its high
Michaelis constant (K,,) and independence from reductants (Mishra et al., 2023), unlike

POX and APX (ascorbate peroxidase), which mediate fine-tuned H,O, regulation via
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low K, values (Hatami & Ghorbanpour, 2024). APX activity remained unchanged
across treatments, suggesting that H,O, levels remained within physiological limits.
However, POX activity increased in roots with Al addition—organs that also exhibited
higher growth rates. Similar results were reported for Eugenia dysenterica roots grown
with 200 uM Al (Rodrigues et al., 2019), indicating a beneficial role of Al in modulating
antioxidant enzyme systems.

The higher activity of SOD, CAT, POX, and APX in leaves compared to roots
may reflect lower Al allocation to the shoot, necessitating stronger ROS detoxification
to prevent oxidative stress. These responses further underscore the vulnerability of B.

latifolia to oxidative imbalance under Al deprivation or low Al supply.
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5 CONCLUSION

This study presents the first dose-response analysis of aluminum (Al) and its
interaction with pH on the growth of Borreria latifolia. The findings indicate that the
optimal condition for hydroponic cultivation of this species is 750 uM Al at pH 4.5, a
combination that enhances the bioavailability of APP* ions. Aluminum deprivation
markedly impaired both root and shoot apical meristems, resulting in stunted growth
and pronounced morphological and anatomical abnormalities. Thus, the absence of Al
constitutes a limiting factor for the development of Borreria latifolia.

Conversely, the detection of Al in metabolically active cellular compartments,
without associated structural damage, suggests a physiological requirement of Al for
normal development and redox regulation in Borreria latifolia. These insights may
inform future research on the potential application of this herbaceous species in
revegetation programs, ecological restoration, and phytoremediation of areas
contaminated by aluminum industry by-products or degraded by bauxite mining.
Accordingly, the present study contributes to the development of strategies aimed at
conserving native flora in Al-rich environments, while also providing a foundation for

the genetic improvement of crop species for cultivation in acid soils.
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TABLES AND FIGURES

Table 1 - Chemical attributes of the Cerrado soil used to acclimatize the Borreria

latifolia seedlings in pots.

Al SB ECEC CEC BS AlSI pH in
(uM)  (cmole/dm3)  (cmole/dm3)  (cmole/dm3) (%) (%) H20
646 1.42 3.58 8.71 14.6 63.93 4.96
+ 84 +0.78 +0.58 +1.57 +6.06 +£1587 +0.05

Data are means + standard deviation of 6 soil samples. Al: Aluminum concentration. SB: Sum of Exchangeable Bases. ECEC:
Effective Cation Exchange Capacity. CEC: Cation Exchange Capacity at pH 7.0. BS: Percent base saturation. AISI: Aluminum

Saturation Index.
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Figure 1 - Effect of increasing concentrations of Al on the growth of Borreria latifolia.
Plants exposed to nutrient solution containing 0, 250, 500 or 750 uM Al, at pH 4.5 for
40 days. a Root system phenotype. b Root relative growth rate (RGR). ¢ Aerial part
phenotype. d Plant RGR. Data are averages with standard deviation represented by
vertical bars (n= 5 plants). Different letters indicate significant differences by Tukey's
test (p<0.05). Bars: 6 cm (a), 4 cm (c)
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Figure 2 - Hematoxylin staining and Al concentration in the roots of Borreria latifolia.
Individuals exposed to nutrient solution containing 0, 250, 500 or 750 uM Al, at pH 4.5
for 40 days. a Marking of Al by the hematoxylin dye. The blue color indicates a positive
reaction. b Al concentration in the roots. Data are averages with standard deviation
represented by vertical bars (n= 5 plants). Different letters indicate significant

differences by Tukey's test (p<0.05). Bar =2 mm
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863 Figure 3 - Phenotypes of stem apical meristems and Al concentration in the aerial part
864  of Borreria latifolia. Individuals exposed to nutrient solution containing 0, 250, 500 or
865 750 uM of Al, at pH 4.5 for 40 days. a Phenotypes of stem apices under the effect of
866 Al concentrations. Abbreviation: ne necrosis. Black arrow: stem apical meristems. b Al
867  concentration in the aerial part (stem + leaf). Data are averages with standard deviation
868 represented by vertical bars (n= 5 plants). Different letters indicate significant
869 differences by Tukey's test (p<0.05). Bar: 0.5 cm (0 uM Al), 1 cm (250, 500 and 750
870 uMAI)
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Figure 4 - Effects of the interaction between pH and the absence or presence of Al on
the growth of Borreria latifolia. a, b Phenotypes of the root system and aerial part of
plants exposed to nutrient solution containing 0 or 750 uM of Al, at pH 3.5; 4.5 or 5.5
for 40 days. ¢ Relative plant growth rate (RGR). Black arrows: stem apical meristems.
Data are averages with standard deviation represented by vertical bars (n= 4 plants).
Different letters indicate significant differences by Tukey's test (p<0.05). Uppercase
letters refer to differences within a condition of aluminum supply (0 or 750 uM) at
different pH values; lowercase letters refer to differences between the absence and

presence of Al within the same pH condition. Bars: 8 cm (Root), 4 cm (Shoot)
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Figure 5 - Anatomy and histochemistry of the aerial part of Borreria latifolia collected
in a Cerrado environment. a, b, e Staining with Toluidine Blue. ¢, d, f Histochemical
test with Chorme Azurol S to detect aluminum: blue staining indicates a positive
reaction. a Leaf limb anatomy. b Anatomy of the median vein. ¢, d Histolocalization
of Al'in the leaf limb and midrib. e Stem anatomy. f Histolocalization of Al in the stem.
Abbreviations: ep epidermis. ci crystal idioblast. col collenchyma. pi stem pith. ph
phloem. pp palisade parenchyma. pr paravenal parenchyma. ra raphid. sp spongy
parenchyma. st stomata. tr trichome. vb vascular bundle. xy xylem. Red arrows:
chloroplasts. Black arrows: nuclei. Scale bars: 20 uM (a detail), 50 uM (c, d, f detail),
100 uM (a, b, e, f)
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Figure 6 - Anatomy and histochemistry of Borreria latifolia grown in increasing
concentrations of Al for 40 days in pots in a hydroponic system. a-d Samples of
Borreria latifolia treated with 0; g 250; e, f, h, m 500 and, i-l 750 uyM of Al. a, e, f
Longitudinal sections of roots and b, d, g, h, i leaves. ¢, j-m Cross-sections of stems.
a-c, e, g, i, j, k Staining with Toluidine Blue. a detail, d, f, h, I, m Histochemical test
with Chrome Azurol S to detect aluminum; ¢ blue staining indicates positive reaction.
Red dotting indicates cell lysis in the cortical region of the stem. g Red dotting indicates
changes in the vascular bundle of the median vein. j detail Positive result (purple stain)
for the presence of starch grains, using Lugol's reagent in the medullary parenchyma.
Abbreviations: ep epidermis. ci crystal idioblast. col collenchyma. pi stem pith. ph
phloem. pp palisade parenchyma. sp spongy parenchyma. st stomata. tr trichome. vb
vascular bundle. xy xylem. Red arrows indicate chloroplasts. Black arrows indicate
nuclei. * vessel element. Scale bars: 10 um (f detail), 20 um (j detail, k, I), 30 um (c
detail) 50 um (a detail, b, d, f-h, k, m), 100 um (a, c, e, h+j)
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Figure 7 - Morphology and distribution of Al in the organs of Borreria latifolia by
scanning electron microscopy and X-ray probe. The plants were grown in nutrient
solution in the absence (0 pM) or presence of aluminum (750 uM) for 40 days. a-c
Samples of root apices; g-i leaves and stems; m-o were analyzed using a scanning
electron microscope (SEM). d-f, j-I, p-r Maps for the distribution of aluminum and r
detail silicon were generated from microanalyses using an X-ray probe coupled to a
scanning electron microscope. Dotted areas in b, e, h, k, n, q were respectively
magnified in ¢, f, i, |, 0, r. Red color: aluminum. Green color: silicon. Bars: 20 ym (a);
100 um (b); 8 um (c¢); 200 um (g, h); 18 um (i); 200 um (m, n); 25 ym (o)
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Figure 8 - Localization of Al by the fluorophore lumogallion in confocal microscopy in
root apices of Borreria latifolia exposed to increasing concentrations of Al. a Absence
of Al supply. b Addition of 250; ¢ 500 and d 750 uM of Al for 40 days. Green color
shows Al fluorescence emission after reaction with lumogallion fluorescent probe. Bar:
500 pm
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Figure 9 - Effect of Al on the activity of enzymes of the antioxidant system in roots and
leaves of Borreria latifolia under increasing concentrations of Al for 40 days. a, b
Activities of the enzymes SOD; ¢, d CAT; e, f POX and g, h APX. a, ¢, e, g Roots. b,
d, f, h Leaves. Data are averages with standard deviation represented by vertical bars
(n= 5 plants). Uppercase letters refer to differences between roots and leaves;
lowercase letters refer to aluminum concentrations for the same organ by Tukey's test
(p<0.05).



925
926
927
928

54

SUPPLEMENTARY MATERIAL

0 pM Al 250 pM Al 500 pM Al 750 uM Al

;

5.5
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Figure S1 - Localization of Al by the lumogallion fluorophore by confocal microscopy
in root apices of Borreria latifolia exposed to increasing concentrations of Al. The green
color shows the emission of Al fluorescence after reaction with the lumogallion

fluorescent probe. The images were taken from different depths of the root tips using
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the “Z stacks” technique. Intervals of 2.46 um for the absence of Al and 5.53, 6.88 and
17.80 pm for the 250, 500 and 750 uM Al treatments, respectively. Bar: 100 ym
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Capitulo 2

Perfil protedmico e vias metabdlicas envolvidas na essencialidade do aluminio
para Borreria latifolia (Aubl.) K. Schum. (Rubiaceae)’

T Manuscrito em construgdo para submissao

Elen Silma Oliveira Cruz Ximenes
Orientador: Cleberson Ribeiro
Coorientadores: Aristéa Alves Azevedo

Vitor Batista Pinto
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RESUMO

XIMENES, Elen Silma Oliveira Cruz, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2025. Perfil prote6mico e vias metabdlicas envolvidas na essencialidade do
aluminio para Borreria latifolia (Aubl.) K. Schum. Orientador: Cleberson Ribeiro.
Coorientadores: Aristéa Alves Azevedo, Vitor Batista Pinto.

O objetivo deste estudo foi compreender como o Al atua no desenvolvimento da
espécie acumuladora Borreria latifolia, por meio das respostas fisiologicas,
citogenéticas, metabdlicas e protedbmicas. Para isso, plantas de B. latifolia foram
cultivadas em sistema hidrop6nico sob os tratamentos: 1) 0 uM de Al e, Il) 750 uM de
Al por 57 dias; Ill) 0 uM de Al por 20 dias mais 750 uM de Al por mais 37 dias e V)
750 uM de Al por 20 dias mais 0 yM de Al por mais 37 dias. Na auséncia do Al, houve
morte dos meristemas apicais caulinares e as plantas ndo completaram o seu ciclo de
vida. Entretanto, na presenca do Al, esses meristemas apresentaram
desenvolvimento saudavel e o metal foi localizado no nucleo dessas células. Embora
supridas com todos os elementos essenciais, na auséncia do Al as plantas
apresentaram menor fotossintese e acumulo de sacarose. A peroxidagao lipidica e o
O2~ aumentaram na auséncia de Al. Contudo, o Al foi relacionado a maior atividade
das enzimas SOD, CAT e APX. Houve maior acumulo de prolina nas raizes na
auséncia de Al. Nucleos Sac-sc e 8C s6 ocorreram na auséncia do metal, sugerido uma
resposta plastica ao estresse. A analise protebmica apontou proteinas exclusivas
reguladas pelo Al em raizes e folhas. A topologia de rede demonstrou que as proteinas
ativadas pelo Al, piruvato quinase, citrato sintase e succinato desidrogenase, sao
proteinas centrais nas vias do metabolismo de carbono e, portanto, essenciais para a
funcao celular. Com base em evidéncias morfoanatémicas, fisioldgicas e bioquimicas
afirmamos que o Al é essencial para essa espécie. A essencialidade do Al ocorre
através da ativacado de proteinas-chave na regulagdo da glicdlise e do ciclo TCA,

potencializando o metabolismo energético que sustenta o desenvolvimento da planta.

Palavras-chave: Hiperacumuladora de Al. Proteinas responsivas ao Al. Metabolismo

energético. Topologia de Rede.
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ABSTRACT

XIMENES, Elen Silma Oliveira Cruz, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2025. Proteomic profile and metabolic pathways involved in aluminum
essentiality for Borreria latifolia (Aubl.) K. Schum. (Rubiaceae). Adviser:
Cleberson Ribeiro. Co-advisers: Aristéa Alves Azevedo, Vitor Batista Pinto.

The objective of this study was to understand how Al acts on the development of the
accumulator species Borreria latifolia through physiological, cytogenetic, metabolic,
and proteomic responses. For this purpose, B. latifolia plants were grown in a
hydroponic system under the following treatments: 1) 0 uM Al and Il) 750 uM Al for 57
days; Ill) 0 uM Al for 20 days plus 750 uM Al for another 37 days; and 1V) 750 uM Al
for 20 days plus 0 uM Al for another 37 days. In the absence of Al, the apical stem
meristems died and the plants did not complete their life cycle. However, in the
presence of Al, these meristems developed healthily and the metal was located in the
nucleus of these cells. Although supplied with all essential elements, in the absence of
Al, the plants showed lower photosynthesis and sucrose accumulation. Lipid
peroxidation and O2-- increased in the absence of Al. However, Al was related to
higher activity of the enzymes SOD, CAT, and APX. There was greater accumulation
of proline in the roots in the absence of Al. S4C-8C and 8C nuclei only occurred in the
absence of the metal, suggesting a plastic response to stress. Proteomic analysis
identified unique proteins regulated by Al in roots and leaves. Network topology
showed that Al-activated proteins, pyruvate kinase, citrate synthase, and succinate
dehydrogenase, are central proteins in carbon metabolism pathways and, therefore,
essential for cellular function. Based on morphoanatomical, physiological, and
biochemical evidence, we affirm that Al is essential for this species. The essentiality of
Al occurs through the activation of key proteins in the regulation of glycolysis and the

TCA cycle, enhancing the energy metabolism that sustains plant development.

Keywords: Al hyperaccumulator. Al responsive proteins. Energy metabolism. Network

topology.
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1 INTRODUGAO

Embora o aluminio (Al) seja amplamente conhecido por sua toxicidade, seus
efeitos positivos sobre o crescimento de algumas espécies vegetais tém sido
investigados (Castro et al., 2022; Fan et al., 2019; Jiang et al., 2023). Para plantas
nativas de regides de solos acidos, os beneficios do metal envolvem estimulo a
absorcéo de nutrientes (Liu et al., 2020; Mahmud and Burslem, 2020), maiores taxas
fotossintéticas (Bressan et al., 2021a; Silva et al.,, 2023), ativacdo de enzimas
antioxidantes (Almeida Rodrigues et al., 2019; Nogueira et al.,, 2023) e de rotas
metabdlicas (Cury et al., 2020). Entretanto, os processos fundamentais a nivel
molecular ou celular envolvendo o papel do Al ainda ndo foram completamente
elucidados.

Os critérios de essencialidade para os nutrientes minerais foram estabelecidos
no século XX (Arnon and Stout, 1939) e sao aceitos até hoje; |I) na auséncia do
elemento, a planta é incapaz de completar seu estagio vegetativo ou reprodutivo; II)
somente por meio da agéo do elemento a deficiéncia pode ser corrigida ou prevenida;
lIl) o elemento deve estar envolvido diretamente no metabolismo da planta. O cultivo
em hidroponia facilita a verificacdo desses requisitos, uma vez que € possivel controlar
com precisdo os elementos fornecidos no meio de cultivo. Até o momento, o Al é
considerado essencial apenas para Camellia sinensis (L.) Kuntze (Sun et al., 2020).
Esse arbusto hiperacumulador de Al, conhecido popularmente como cha, apresentou
raizes danificadas quando cultivado na auséncia do metal. A ultraestrutura da ponta
das raizes revelou que o Al é essencial para o desenvolvimento desse 6rgao,
promovendo melhor atividade na zona meristematica.

As ferramentas biotecnoldgicas facilitam a pesquisa cientifica, impulsionando
avancgos em diversas areas do conhecimento. As ciéncias émicas tém revolucionado
a compreensdo precisa e direcionada da fisiologia vegetal (Dikobe; Masenya;
Manganyi, 2023; Hurgobin; Lewsey, 2022). Entre essas estratégias, a analise do perfil
protebmico tem se tornado uma abordagem valiosa para compreender a adaptacao
de plantas diante dos desafios ambientais globais (Winck; Dos Santos; Calderan-
Rodrigues, 2021).

Estimulos ambientais provocam alteragdes significativas nas proteinas,
afetando sua abundancia relativa, localizagao celular, mudancas pds-traducionais e

interacdes moleculares (Kosova et al., 2018). Essas respostas permitem o reajuste
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dindmico de mecanismos moleculares cruciais para a sobrevivéncia vegetal (Kausar
et al., 2022). Varias pesquisas elucidaram as alteragdes no perfil protedmico de
plantas a agentes estressores, sobretudo em resposta a metais trago, como o Al, em
culturas agricolas (Niedziela et al., 2022; Pinto et al., 2021; Potts et al., 2022; Rahman
et al., 2022; Wei et al., 2020) e espécies nativas (Cury et al., 2020; Fan et al., 2019;
Huang et al., 2021). Portanto, a protedmica € uma ferramenta precisa para analisar as
mudangas que ocorrem nas plantas, seja a nivel bioquimico, molecular ou fisiolégico.

Apesar de varias pesquisas apontarem proteinas responsivas ao Al em plantas
cultivadas, estudos dmicos em plantas acumuladoras de Al sdo escassos. Esta lacuna
precisa ser preenchida, visto que essas plantas revelam mecanismos unicos de
lidarem com o metal. Em plantas de C. sinensis, o Al aumentou a abundancia de
proteinas do metabolismo glicolitico e fotossintético (Xu et al., 2017). A analise do
proteoma e do metaboloma das raizes de Qualea grandiflora, demonstrou a
importancia do Al para biossintese de componentes da parede celular, como a lignina;
processamento de material genético e regulagdo do metabolismo de acidos organicos
(Cury et al., 2020).

Adicionalmente as proteinas, multiplos fitorménios e genes formam uma
cascata transcricional hierarquica envolvida no crescimento radicular induzido pelo Al
em plantas de C. sinensis (Cheng et al., 2021). A promogao do crescimento das raizes
€ mediada principalmente pela sintese e transporte de auxina. A expressao dos genes
YUCS8 e AMI1, regulados positivamente pelo metal, foi relacionada ao acumulo do
fitormbnio (Gao et al., 2022). O Al também induz a expressao de CsUGT84J2 da UDP
glicosiltransferase em C. sinensis. A glicosilagdo de acidos fendlicos, flavonois e
auxinas é catalisada pela CsUGT84J2, promovendo homeostase da auxina (Jiang et
al., 2023). A via da biossintese do flavonol do tipo F2 é estimulada pelo Al e contribui
para a formacao de raizes laterais (Lai et al., 2025).

O Cerrado, bioma também conhecido como “savana brasileira”, um dos mais
importantes hotspots de biodiversidade vegetal do mundo, abriga diversas espécies
acumuladoras de Al (Castro et al., 2022; Haridasan, 1982). Borreria latifolia € uma
herbacea, de ocorréncia natural no Cerrado, que nao apenas tolera grandes
quantidades de Al, mas seu crescimento e desenvolvimento dependem do metal
(Marques et al., 2025). No entanto, nenhum estudo demonstrou como o Al atua no
metabolismo dessa nativa. Portanto, hipotetisamos que o Al seja um elemento

essencial para B. latifolia. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi analisar as
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1044 respostas fisioldgicas, citogenéticas, metabdlicas e protedmicas de B. /atifolia ao Al, a

1045 fim de compreender a magnitude da importancia do metal para essa espécie.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e condi¢oes de cultivo

Plantas de Borreria latifolia (Aubl.) K. Schum. (Rubiaceae) sem ramificagdes e
com altura entre 10 e 15 cm foram coletadas com solo na Floresta Nacional de
Paraopeba, Minas Gerais (MG) — Brasil (19°20' S e 44° 20’ W). A regido apresenta
clima subtropical umido, com verdes chuvosos e estagao seca de abril a setembro
(Thornthwaite e Mather, 1957). A precipitacdo média anual é de 1236 mm, com déficit
hidrico de 93 mm. As temperaturas médias anuais variam de 20 a 23°C (maximas de
29-31°C; minimas de 16-18°C). A média da umidade do ar anual oscila entre 65-70%,
reduzindo abaixo de 60% (minimas de 48%) nos meses mais quentes (Hofmann et
al., 2021)

As plantas foram aclimatadas em casa de vegetagdo em vasos contendo solo
natural da regido de coleta, classificado como Latossolo Amarelo (Thibau et al., 1975).
Apos 60 dias, as plantas foram selecionadas de acordo com a uniformizacéo da parte
aérea e do sistema radicular, e transferidas para uma nova aclimatacdo em um
sistema de hidroponia em ambiente controlado, com sistema de aeragdo continua,
temperatura de 25 + 1 °C, intensidade de luz de 200 ymol fétons m=2 s™', 80% de
umidade relativa e ciclo claro/escuro de 12 h. O cultivo foi realizado em vasos de 3L
contendo solucéao nutritiva de Clark (Clark, 1975) a pH 4,5. Durante a aclimatagao, as
plantas foram mantidas em solugao de Clark 1/3 da forga.

Para avaliar a essencialidade do Al, as mudas foram cultivadas por 57 dias em
solucao de Clark %z for¢ca contendo 0 ou 750 uM de Al fornecido na forma de AICls. Os
tratamentos aplicados foram: |) auséncia continua de Al (O uM Al) durante 57 dias; II)
presencga continua de Al (750 uM Al) durante 57 dias; Ill) auséncia de Al por 20 dias,
seguido de adi¢gao do metal (0 — 750 uM Al) por mais 37 dias e IV) presenca de Al por
20 dias, seguido de privagao do metal (750 — 0 uM Al) por mais 37 dias. As solugdes
foram renovadas semanalmente e o pH ajustado diariamente para 4,5 + 0,1. Cada
vaso contendo uma planta de B. latifolia foi considerado uma unidade amostral. O

delineamento foi inteiramente casualizado com sete repeticoes para cada tratamento.
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2.2 Caracterizagao morfologica

As alteracbes morfologicas nos o6rgaos vegetativos de B. latifolia foram

analisados diariamente e registrados em fotografias.

2.3 Avaliagao do crescimento

A taxa de crescimento relativo radicular (Root RGR) e da planta (Plant RGR)
foram mensuradas a partir da biomassa seca inicial, obtida através da massa seca
antes da aplicacao dos tratamentos (wo), € da massa seca final (ws7), obtida no 57°

dia apos a aplicagéo dos tratamentos, conforme equacao proposta por Hunt (1978):

RGR = (In ws; - In wg)
(ts7-to)

em que, RGR foi expressa em termos de ganho de massa seca, em gramas,
ao longo do periodo experimental; In: logaritmo neperiano; ts7 - to: duragdo do

experimento em dias.

2.4 Detecgao de Al nos apices radiculares por coloragdao com hematoxilina

Para a histolocalizacdo do Al nos apices radiculares utilizou-se o corante
hematoxilina férrica (Polle et al., 1978). Pontas de raizes com um centimetro de
comprimento foram imersas em solugcdo de hematoxilina férrica 0,2 % (p/v) e NalOs
0,02% (p/v), durante 30 segundos. Os apices foram lavados em agua destilada por 15
minutos para eliminar o excesso do corante. Por fim, as amostras foram coletadas e
fotografadas em camera Olympus EP50; Olympus Life Science, Tokyo, Japan

acoplada a uma lupa Olympus SZX7.

2.5 Quantificagao de Al e nutrientes na matéria seca

Amostras de raizes, folhas e caules coletadas aos 57 dias foram secas em

estufa a 65°C por 72 horas e moidas em moinho de bolas. A concentragao de N foi
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determinada a partir de digestdo sulfidrica. Para quantificacdo do Al, dos demais
macro (P, K, S, Ca e Mg) e micronutrientes (Cu, Fe, Zn, Mn e B) as amostras foram
submetidas a digestdo nitroperclorica (Tedesco et al., 1995) e analisadas por
espectrofotometria de emissao Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES)
(OPTMA 7300 DV, Perkin Elmer).

O fator de translocacao (TF) do Al foi calculado a partir da concentragdo do
metal na massa seca (DW), para avaliar a capacidade da planta de translocar Al das

raizes para a parte aérea (Marchiol et al., 2004):

_ mgAlkg" StemDW + Leaf DW

TF x
mg Al kg Root DW

2.6 Anatomia e histoquimica dos meristemas apicais caulinares

Apices caulinares foram coletados de cinco repeticdes de cada tratamento ao
final do periodo experimental. As amostras foram fixadas em solugdo de FAA 50
(formaldeido 37%, acido acético e etanol 50%, 1:1: 18) (Kukachka and Miller, 1980)
(Johansen, 1940). O material foi pré-infiltrado a vacuo com a mistura de etanol 95% e
historesina (Leica Historesin® Plus), na proporgao de 1:1, por 24 horas. As amostras
foram mantidas em vacuo diario, com trocas em intervalo de uma hora, para incluséo
em historesina metacrilato.

Cortes transversais e longitudinais de 5 ym foram realizados em micrétomo
rotativo automatico (modelo RM2255, Leica Microsystems Inc., Deerfield, lllinois,
EUA). Os seguintes testes foram realizados aos cortes: azul de Toluidina 0,05% (pH
4,7) para discriminacao dos tecidos (O’Brien et al., 1964); Chrome Azurol’'S (CAS) para
histolocalizagdo do Al (Kukachka and Miller, 1980); cloreto de ferro Ill para detecgao
de compostos fendlicos e vermelho de Ruténio para detecgdo de mucilagem
(Johansen, 1940). Os cortes ndo submetidos as reagdes foram considerados como
branco para esses testes.

As laminas foram montadas em Permount (Fisher Scientifical Mounting
Medium). As imagens foram capturadas em sistema U-Photo e camera digital
acoplada (modelo: Zeiss HRC) em microscoépio de luz (modelo Olympus® AX70TRF).

Para visualizacao de cristais de oxalato de calcio, as |aminas foram analisadas em luz
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polarizada. Apices caulinares representativos de cada tratamento foram fotografados

em estereomicroscoépio Olympus SZX7.

2.7 Trocas gasosas foliares e fluorescéncia

As avaliacbes de trocas gasosas foram realizadas utilizando um analisador de
gas infravermelho LI-6400XT (LI-COR) na folha completamente expandida mais jovem
localizada no tergco médio da parte aérea. As condigdes dentro da camara foliar foram:
1000 pmol m™2 s~' PPFD (Photosynthetic photon flux density) (10% de luz azul), 400
umol CO2 mol™" ar e temperatura 25°C. A taxa de assimilagdo liquida de CO2 (An),
condutancia estomatica (gs), concentracao interna de CO2 (Ci), transpiragao (E) e taxa
de transporte de elétrons (ETR) foram analisadas. As medidas foram realizadas em 4
repeticbes de cada tratamento. A eficiéncia do uso da agua (WUE) foi calculada a
partir da razdo entre assimilagao liquida de CO:2 e transpiragao (An/E). As medigdes
ocorreram aos 20 dias apds a implementacao (DAI) do experimento; um dia (21 DAI)
e uma semana (28 DAI) apos a suplementagéo ou restrigdo com o Al e no término do

periodo experimental (57 DAL).

2.8 Conteudo Relativo de Agua

Aos 57 dias de experimento, trés folhas jovens completamente expandidas de
tamanhos semelhantes, foram coletadas de trés plantas de cada tratamento e
imediatamente pesadas para obtengao do peso fresco (FW). Em seguida, os peciolos
das folhas foram imersos em agua destilada, mantidas em camara umida até atingirem
peso turgido (TW) constante e entao pesadas. Posteriormente, as folhas foram secas
em estufa de circulagdo de ar a 85°C, por 3h e o peso seco (DW) foi determinado

(Turner, 1981). O teor relativo de agua (RWC) foi calculado conforme a equacgéo:

rRWC= T WDW) 100
~ (TW-DW)
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2.9 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), peréxido de

hidrogénio (H202) e radical anion superéxido (O27)

Para estimar a peroxidagao lipidica a partir do conteudo de TBARS, 0,2 g de
raizes e de folhas frescas congeladas foram homogeneizadas em 2 mL de TCA 1%
(p/v) e centrifugadas a 12.000 g a 4 °C por 15 minutos. Uma aliquota do sobrenadante
foi adicionada a uma mistura de reacgao contendo 0,5% TBA (p/v) em 20% TCA (p/v),
em seguida incubada a 95 °C por 30 min e centrifugada a 10.000 g a 4 °C por dez
minutos (Heath and Packer, 1968). A leitura da absorbancia do sobrenadante foi feita
em dois comprimentos de onda (535 nm e 600 nm). A concentracdo do complexo
MDA-TBA foi estimada usando um coeficiente de extingdo molar de 155 x 10° M’
cm™.

Para determinar a concentragao de H202, 100 mg de raizes e de folhas frescas
congeladas foram homogeneizadas em 2 mL de tampéo fosfato de potassio 50 mM
(pH 6,5) com hidroxilamina 1 mM, e centrifugado a 10.000 g a 4 °C por 15 min. Uma
aliquota do sobrenadante foi adicionada a uma mistura de reag¢ao contendo 250 yM
FeNH4(SO4) em 25 mM H2S04, 100 mM sorbitol e 250 uM laranja de xilenol. Dessa
forma, as amostras foram mantidas no escuro por 30 minutos (Gay and Gebicki, 2000).
Em um leitor de microplacas, a absorbancia do sobrenadante foi registrada a 560 nm.
O calculo do teor de H202 foi baseado em uma curva de calibracdo com padrbes
auténticos de H20:.

Para a determinagéo da concentragdo de O2~, 50 mg de amostras de raizes e
de folhas frescas congeladas foram picadas em fragmentos menores e adicionadas a
uma mistura contendo 20 mM de tampao de fosfato de sodio (pH 7,8), 20 uM de
NADH, 0,1 mM de Na2 —EDTA e 25,2 mM de epinefrina em 0,1 N de HCI (Mohammadi
and Karr, 2001). Apds cinco minutos de incubacdo a 28 °C, os fragmentos das
amostras foram retidos por filtracdo e a absorbancia lida em 480 nm. O conteudo de
radicais de anion superoéxido foi calculado com base no coeficiente de extingdo molar
de 4 x 103M" cm™.

210 Ensaio das enzimas antioxidantes
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Para determinar a atividade das enzimas, superéxido dismutase (SOD) (EC
1.15.1.1), catalase (CAT) (EC 1.11.1.6), peroxidase (POX) (EC 1.11.1.7) e peroxidase
do ascorbato (APX) (EC 1.11.1.11), 0,3 g de amostras de raizes e de folhas frescas
foram coletadas ao final do experimento e congeladas. Posteriormente, as amostras
foram maceradas em nitrogénio liquido.

As amostras foram homogeneizadas em meio de extragdo contendo 2 mL de
tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 6,8) EDTA 0,1 mM, 1 mM de fenilmetilsulfonil
fluoride (PMSF) dissolvido em etanol e 1 % de polivinilpolipirrolidona (PVPP) (p/v). O
extrato bruto foi centrifugado a 12.000 g a 4°C, durante 15 minutos e
subsequentemente, o sobrenadante foi coletado para as avaliagbes das atividades
enzimaticas (Ribeiro et al., 2012) e dosagens de proteina (Bradford, 1976).

Para quantificacdo da atividade da SOD, adicionou-se 20 yL do extrato bruto a
um meio de reagao contendo tampéao fosfato de sédio 50 mM, pH 7,8, EDTA 0,1 mM,
metionina 13 mM, tetrazdlio nitroazul (NBT) 75 mM e 2 uM de riboflavina. A reacéao foi
induzida em uma camara de luz LED (= 1000 lumens) a 25 °C por 3 minutos. A
formazana azul produzida pela fotorredugao de NBT foi lida em 560 nm (Giannopolitis
and Ries, 1977). Uma unidade de SOD foi definida como quantidade de enzima capaz
de inibir metade da fotorredugao de NBT.

A atividade da CAT foi quantificada a partir da adicao de 30 uyL do extrato
enzimatico bruto a 170 yL de meio de reagdo composto de tampao fosfato de potassio
50 mM, pH 7,0 e peroxido de hidrogénio 12,5 mM (Havir and McHale, 1987). A queda
da absorbancia foi registrada a 240 nm, a 30°C, por um minuto. O calculo da atividade
da CAT foi baseado no coeficiente de extingdo molar de 36 M-'cm™' (Anderson et al.,
1995).

A determinacgao da atividade da POX iniciou-se com a adicdo de 2 L do extrato
enzimatico bruto a 298 pL do meio de reacado constituido de tampao fosfato de
potassio 25 mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e perdxido de hidrogénio 20 mM. O
acréscimo na absorbancia foi registrado durante um minuto de reagdo a 420 nm, a
30°C (Kar and Mishra, 1976). Para o calculo da atividade enzimatica considerou-se o
coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM-'cm' (Chance and Maehly, 1955)

Para determinar a atividade da APX adicionou-se 20 pL do extrato bruto
enzimatico ao meio de reagao contendo tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0
com EDTA 0,1 mM, acido ascérbico 4,8 mM e perdxido de hidrogénio 1 mM. Aredugao

na absorbancia foi computada a 290 nm, no decurso de um minuto. A atividade da
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enzima calculada através do coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM-'cm' (Nakano
and Asada, 1981).

211 Extragao de metabdlitos

Amostras de 0,1 g de raizes ou de folhas totalmente expandidas foram
coletadas entre 12h e 14h aos 57 DAI e imediatamente armazenadas a -80°C. Apds
o processo de liofilizagdo, o material foi submetido a extragcdo metandlica (Lisec et al.,
2006). As concentragcdes de pigmentos, prolina, aminoacidos totais, fendis totais,
malato e fumarato, glicose, frutose e sacarose, foram determinadas a partir da fragao

soluvel. Proteinas totais e amido foram quantificados na fragédo precipitada.

212 Pigmentos

As concentragdes de clorofila a e b e de carotenoides foram determinados por
espectrofotometria com base nas leituras a 666, 653 e 470 nm, respectivamente
(Lichtenthaler and Wellburn, 1983; Wellburn, 1994). Adicionalmente, as concentragdes

totais de clorofila (a + b) e a raz&o clorofila a/b foram calculadas.

213 Prolina

Para determinar a concentracéo de prolina, o extrato foi adicionado a um meio
de reagao composto por nihidrina 1% (p/v), etanol 20% (v/v) e acido acético 60% (v/v).
Devidamente vedada, a placa foi agitada em termomixer a 95°C por 20 minutos. A
absorbancia foi medida a 520 nm (Carillo and Gibon, 2011). O calculo da concentragéo

de prolina foi feito com base na curva padréo.

214 Aminoacidos totais

O total de aminoacidos foi determinado a partir da adicao do extrato a um meio
de reacao contendo 1M de tampao citrato de sddio (pH 5,2), 0,2% de acido ascorbico
(p/v), 1% de nihidrina (dissolvida em 70% de etanol, p/v). A placa foi vedada com fita

aluminica termo resistente e agitada em termomix, a 95°C, por 20 minutos (Yemm et
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al., 1955). Aleitura da absorbancia foi feita em 570 nm e a concentragao total calculada

com base na curva de calibracio utilizando leucina.

2.15 Proteinas totais

A fragéo precipitada resultante da extracdo metandlica foi ressuspendida em
NaOH 0,1 M e incubada a 95°C sob agitagdo de 750 rpm, durante 1 h (Cross et al.,
2006). Posteriormente, em temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas a
13500 rpm a 4°C por 5 minutos. Em seguida, 5 uL de suspensao foram adicionados a
uma microplaca contendo 250 pL de reagente de Bradford (Bradford, 1976). Apos dez
minutos no escuro, a absorbancia foi lida a 595 nm. Para aferir a concentragao total
de proteina, o padréao utilizado para a curva de calibragao foi a albumina sérica bovina
(BSA).

216 Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos foram determinados a partir da adi¢gao do extrato a um
meio de reacdo contendo folin 1M e Na2COs 20 % (m/v). Ap6és 40 minutos de
incubagédo no escuro, a 25°C, a absorbancia foi lida a 725 nm. Para o calculo da

concentracao de fenodis totais foi feita uma curva padrao com acido tanico 0,1 mg/mL.

217 Malato e Fumarato

As concentragdes de malato e fumarato foram determinadas adicionando-se o
extrato a um meio de reacao constituido de tampao Tricina/KOH (pH 9) 0,4 M, 20 mM
de MgCI2, 10 mM de MTT (brometo de metiltiazolildifenil-tetrazdlio), 60 mM de NAD*,
20 mM de PES (etossulfato de fenazina) e 10% de Triton X-100 (v/v). Em um leitor de
microplacas, a absorbancia foi lida a 570 nm em intervalos de um min. Respeitando o
intervalo de tempo para estabilizagdo das reacgbes, as seguintes enzimas foram
adicionadas: 1 U de malato desidrogenase e 0,1 U de fumarase (Nunes-Nesi et al.,
2007). Curvas de linearidade foram feitas para calcular as concentragbes de malato e

fumarato.
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2.18 Glicose, frutose e sacarose

Para determinar as concentragdes de glicose, frutose e sacarose, uma aliquota
da fragdo soluvel foi adicionada a um meio de reacdo contendo 0,1 M de tampao
HEPES/KOH, 3 mM de MgCl2, 109 mM de ATP, 48,4 mM de NADP*, 700 U mL"" de
G6PDH. Conforme estabilizagdo da redugdo de NADP®, registrada a 340 nm, as
seguintes enzimas foram adicionadas: 1,5 U de hexoquinase, 0,7 U de fosfoglicose
isomerase e 5 U de invertase (Fernie et al., 2001). Para o calculo das concentragbes
de agucares, considerou-se: NADPH (umol) = AOD / (2,85 x 6,22).

219 Amido

A fracao ressuspensa do extrato foi neutralizada com acido acético 1M. Para
degradagao do amido, as amostras foram pipetadas em uma placa contendo solugao
50 mM de acetato de sodio (pH 4,9), 170 U mL-" de amiloglucosidase e 325 U mL™" de
a-amilase. A placa foi vedada e mantida por 12 horas a 37°C. Posteriormente, um
meio de reacao foi preparado contendo 1 mM de tampao HEPES/KOH (pH 7), 30 mM
de MgCl2, 109 mM de ATP, 48,4 mM de NADP*, 700 U mL-' de glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDH) e extrato. Apds a estabilizagado da densidade optica, 2 U de
hexoquinase foi adicionada para completar a reacao e a reducao de NADP* foi lida a

cada 60 segundos, a 340 nm (Fernie et al., 2001).

2.20 Medicao do valor 1C nuclear, do nivel de ploidia de DNA e do indice

de endociclos

O valor 1C nuclear, o nivel de ploidia de DNA e o indice de endociclos das
plantas de B. latifolia foram mensurados por meio da citometria de fluxo. No final do
periodo experimental (57 DAI), os meristemas apicais das raizes e as folhas jovens
foram coletadas de cinco plantas de B. latifolia para cada tratamento. Solanum
lycopersicum L. foi utilizado como padrao interno foliar. Cada meristema apical da raiz
e cada fragmento foliar (2 cm?) foi individualmente seccionado em uma placa de Petri
contendo 500 uL de tampao de extragao OTTO-I (0,1 M de acido citrico, 2,0 mM de
ditiotreitol, 0,5% v/v—1 Tween 20®, pH 2,3, (Otto, 1990). Apds trés minutos, 500 L do
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mesmo tampao foram acrescentados e cada suspensao foi filtrada através de uma
membrana de nailon de 30 ym (Partec Gmbh®) em um microtubo de 2,0 mL, e
centrifugada a 100 g por 5 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado, e
100 pyL de tampédo de extragdo OTTO-I foram adicionados ao precipitado. Cada
suspensao foi agitada em vortex e incubada por 10 min. As suspensdes nucleares
foram coradas com 500 pL de solugdo OTTO-II (0,4 M NazHPO4-2H20, 2,0 mM
ditiotreitol, 50 g mL™' RNAse, 75 uM iodeto de propidio, pH 7,8), mantidas no escuro
por 30 minutos a temperatura ambiente (Praga-Fontes et al., 2011; Siqueira et al.,
2022).

Subsequentemente, as suspensdes foram filtradas em membrana de nailon de
20 ym em tubo de citometria e ent&do, analisadas em citdmetro de fluxo BD Accuri C6
(Accuri cytometers, Belgium) com laser 488 nm (50 mW), para analise dos parametros
de disperséao direta (FSC), disperséao lateral (SSC. Filtros FL2 (585/640) e FL3 (670
LP) foram usados para detecg¢ao da fluorescéncia emitida pelos nucleos corados.

Os histogramas foram analisados no software BD Csampler (Flow Cytometry
within reach) e o numero de nucleos foi quantificado com base nos dados
disponibilizados por histogramas monoparamétricos (fluorescéncia de iodeto de
propidio x contagem de nucleos) e biparamétricos (fluorescéncia de iodeto de propidio
x granularidade de nucleos e/ou densidade nuclear — SSC x contagem de nucleos)
(Fioresi et al., 2020)

A partir do nivel de ploidia de DNA, o numero de nucleos em Go/G1 (nivel de
ploidia de DNA 2C), S e G2/M (nivel de ploidia do DNA 4C) foi determinado para cada

suspensao, e o numero total de nucleos das suspensdes obtido de cada planta.

2.21 Analise protedmica comparativa

Para analise protedmica, trés réplicas biolégicas de cada tratamento foram
selecionadas. Raizes (0,45 g) e folhas (0,3 g) frescas foram coletadas e armazenadas
a -80°C. Posteriormente, o material foi macerado em nitrogénio liquido, liofilizado e
precipitado com tampao TCA/Acetona 10%, contendo 20 mM dthiothreitol (DTT). Em
seguida, as proteinas foram extraidas com tampao de extragao Uréia/Tiouréia (7 M de
Uréia, 2 M de Tiouréia, 2% Triton X-100, 1% de DTT, e 1 mM de PMSF). A
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concentracao de proteina foi determinada através do método de Bradford (Bradford,
1976).

As amostras foram avaliadas comparativamente pela estratégia protedmica
shotgun label-free. Inicialmente, para a digestdo de proteinas com a enzima tripsina a
preparacao de amostra auxiliada por filtro (FASP) foi utilizada (Burrieza et al., 2019).
A concentragao dos peptideos obtidos de cada repeticao biolégica foi determinada
utilizando o espectrofotdmetro NanoDrop a 205 nm.

Subsequentemente, um nanoACQUITY UPLC ligado a um espectrémetro de
massa SYNAPT G2 Si S (Waters) para analise de LC-ESI-MS/MS foi utilizado para
aquisicao dos espectros de acordo com as configuragdes descritas por Pinto et al.,
2021. O processamento dos espectros, identificacdo e quantificacdo label-free das
proteinas foram realizados através dos programas ProteinLynx Global Server (PLGS;
versdo 3.0.2) e ISOQuant. Para a identificagdo de proteinas foram utilizados os
bancos de dados disponiveis da espécie Oldenlandia corymbosa L. var. corymbosa.

(https://www.uniprot.org/proteomes/UP001161247 ).

As proteinas foram consideradas reguladas, quando atenderam aos critérios
do t-test (p<0,05) e do Log2 fold change (FC) significativo (Log2 FC > 0,585 = Up-
acumulado e < -0,585 = Down-acumulado). Para a classificagao funcional e anotacao
das proteinas identificadas utilizamos o} software OmicsBox
(www.biobam.com/omicsbox).

Analise de enriquecimento de ontologia génica e vias KEGG foram realizadas
utilizando o software shinyGO (https://bioinformatics.sdstate.edu) e plantREGMap
(http://plantregmap.gao-lab.org/). Redes de interacdo proteina-proteina foram
construidas por meio do software STRING (https://string-db.org/) e Cytoscape
(Shannon et al., 2003). Para as analises funcionais de enriquecimento e de redes de
interacdo proteina-proteina foram utilizadas informacdes de ortélogos de Coffea

canephora.

2.22 Analise de dados

A normalidade e a homogeneidade de variancia dos dados foram verificadas
pelo teste Shapiro-Wilk e de Bartlett, respectivamente, ambos a 5% de significancia.
As variaveis que nao atenderam aos pressupostos de normalidade foram

transformadas utilizando a metodologia Box-Cox (Box and Cox, 1964) para normalizar
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os residuos. Valores de A= -1,7 (prolina), 0,3 (aminoacidos), 0,1 (proteinas), -0,05
(fendis), -1,55 (fumarato), 0,15 (glicose) e 0,05 (amido). Apds transformacédo, os
dados foram submetidos a analise de varidncia (Teste F, p < 0,05). Quando
significativas, as médias das variaveis foram comparadas pelo teste de Tukey (p <
0,05).

Na auséncia de normalidade apds transformacgao, o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis foi aplicado. Em caso de diferengcas significativas (p < 0,05), foi
realizada uma comparagao pareada dos grupos usando teste de Dunn com ajuste de
Bonferroni. Os dados nao paramétricos foram representados por boxplots. A linha
horizontal dentro da caixa fornece uma visdo grafica da mediana (Q2), o primeiro
quartil (Q1) é a linha da base da caixa e o terceiro quartil (Q3) a linha do topo. A linha
superior representa o menor valor maximo de x (Q3 + 1,5 x intervalo interquartil);
enquanto a linha inferior esta localizada no maior valor minimo de x (Q1-1,5 x
intervalo interquartil).

A Andlise de Componentes Principais (PCA) foi utilizada para avaliagado
multivariada dos dados cujos testes de variancia anteriores foram significativos (p<
0,05). Apds padronizacdo das observagdes separadas por 6rgao (raiz e folha), a
matriz de correlagao foi gerada e os autovalores e autovetores foram calculados. Os
componentes principais foram determinados a partir da combinacgao linear entre dados
padronizados e autovetores. Os dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2)
foram utilizados para determinar a similaridade entre tratamentos. A contribuicdo de
cada variavel resposta foi determinada através da correlagao entre seus valores e os
valores dos eixos principais.

Todos os testes estatisticos foram realizados no software R versédo 4.4.2 (R

Development Core Team, 2024).
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3 RESULTADOS

3.1 O aluminio é essencial para o crescimento e desenvolvimento de Borreria

latifolia

Os sintomas da auséncia de Al sobre o fendtipo de B. latifolia foram observados
a partir do 15° dia de cultivo. Nas raizes, a auséncia do metal (0 uM) afetou a
ramificacdo lateral (Fig. 1a). Contudo, a adi¢cdo de Al (0 — 750 uM) aos 20 DAI
estimulou a emissdo de novas raizes e o alongamento das raizes mais antigas (Fig.
1c¢). Plantas cultivadas inicialmente com Al (750 uM) paralisaram a emisséo de raizes
laterais depois de submetidas a privacado do metal (750 — 0 yM) (Fig. 1 b, d).

A parte aérea das plantas cultivadas em solugdo nutritiva com 0 uM Al
apresentou necrose nos meristemas apicais caulinares e amarelecimento seguido de
necrose nos apices foliares (Fig. 2a). Com a adi¢do de Al (0 — 750 uM), esses
sintomas néo persistiram e a parte aérea das plantas voltou a se desenvolver, exibindo
aos 57 DAl folhas saudaveis resultantes das novas brotagdes (Fig. 2c). Por outro lado,
nos meristemas apicais caulinares e nos apices das folhas dos individuos tratados
continuamente com Al ndo houve necrose (Fig. 2b). No entanto, a privagao do metal
(750 — 0 yM) a partir do 20° dia induziu necrose nos meristemas caulinares e apices
foliares, que até entao, estavam integros (Fig. 2d).

As taxas de crescimento relativo confirmaram que a auséncia de Al inibe o
crescimento das raizes. Houve redugao de 70% na RGR das raizes cultivadas sem
adicao de Al, enquanto a presencga desse elemento foi essencial para a ramificacdo e
desenvolvimento radicular (Fig. 3a, b). Na auséncia de Al, com a morte dos
meristemas apicais caulinares, varias brotacdes laterais foram emitidas, porém nao
progrediram (Fig. 3c). Quando o metal foi adicionado, as gemas laterais se
desenvolveram, entretanto, o contrario ocorreu quando o Al foi omitido na solugdo. As
plantas que cresceram na presenca continua de Al ndo manifestaram nenhum sinal
anormal no desenvolvimento da parte aérea. A taxa de crescimento dessas plantas foi
64% superior ao tratamento com privagao do metal (Fig. 3c, d).

Aos 20 DAI, a coloragao das raizes com hematoxilina apresentou reagao
positiva (cor azul/arroxeada) para a presenga do Al apenas no tratamento com

fornecimento do metal. Aos 57 DAI, a reagao positiva foi observada nas raizes de
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todas as plantas tratadas com Al nos ultimos 37 DAI (Fig. 4a). As plantas tratadas com
Al por todo periodo experimental e aquelas tratadas com Al aos 20 DAI apresentaram
concentragdes de Al nas raizes superiores ao tratamento sem adicdo de Al (Fig. 4b).
No caule, o tratamento com adicdo do metal aos 20 DAl apresentou maior
concentracdo de Al em relagdo ao tratamento 0 Al (Fig. 4c). A adicdo perene de Al
resultou em maior concentracdo de Al nas folhas comparado ao tratamento com
restricdo constante do metal na solugdo nutritiva (Fig. 4d).

O TF das plantas cultivadas na auséncia do metal (0,35) sinalizou que a reserva
de Al oriunda do ambiente de coleta, se manteve nas raizes (TF<1). Nos demais
tratamentos, o Al foi acumulado na parte aérea (TF >1). A maior translocacao para a
parte aérea ocorreu no tratamento com suplementagao de Al aos 20 DAI (TF = 3,51),
enquanto o TF dos tratamentos 750 e 750 — 0 yM Al foram iguais a 1,19 e 1,57,

respectivamente.

3.2 O estado nutricional dos 6rgaos vegetativos de Borreria latifolia varia em

relacao a presencga ou auséncia de Al

Nao houve diferengas para a concentragao de nitrogénio (N) no caule. Por outro
lado, a adicdo de Al apos os 20 DAI favoreceu os niveis de N foliar (Fig. 5a, b). A
concentragao de fosforo (P) nas raizes nao apresentou diferengas. No caule, a adigéo
de Al apds privacdo desse metal, elevou a concentracdo de P em relagédo ao
tratamento com presenca continua de Al. Enquanto nas folhas, a omissao de Al na
solugao nutritiva beneficiou os niveis de P (Fig. 5c, d, e). A auséncia constante de Al
potencializou as concentracbes do K nas raizes, o qual ndo apresentou diferencgas
nos demais 6rgaos (Fig. 5f, g, h).

A presenca constante de Al na solugdo nutritiva aumentou a concentragao de
calcio (Ca) nas raizes. Todavia, no caule, o Ca foi favorecido pela auséncia do metal.
Nas folhas, a auséncia de Al durante todo o experimento e a restricdo nos ultimos 37
DAl elevou os niveis de Ca em relagao ao tratamento com privacao seguida de adicao
de Al (Fig. 5i, j, k). O magnésio (Mg) nao apresentou diferengas nas raizes. No entanto,
no caule e nas folhas os tratamentos com privagao de Al maximizaram a concentragao
de Mg comparados ao fornecimento continuo do metal (Fig. 51, m, n). A concentragao
de enxofre (S) em todos os 6rgaos vegetativos foi maior nos tratamentos em que

houve restricao (raizes e caule) ou auséncia (folhas) de Al (Fig. 50, p, q).



1487
1488
1489
1490
1491
1492
1493
1494
1495
1496

1497
1498
1499
1500
1501
1502
1503
1504
1505
1506
1507
1508
1509
1510
1511
1512
1513
1514
1515
1516
1517
1518
1519

76

O cobre (Cu) ndo apresentou diferengas nas raizes. No caule e nas folhas a
restricdo do Al elevou a concentragdo de Cu (6a, b, c¢). Nado houve diferencas
significativas para o ferro (Fe) (Fig. 6d, e, f). Zinco (Zn) (Fig. 6g, h, i) e manganés (Mn)
(Fig.6j, k, 1) apresentaram maiores concentracbes na restricdo (raizes e caule) e
auséncia (folhas) de Al, enquanto as maiores concentragdes de boro (B) ocorreram

apenas na auséncia de Al, tanto nas raizes quanto nas folhas.

3.3 0 aluminio é essencial para a integridade e o funcionamento do

meristema apical caulinar

Apices caulinares saudaveis foram observados nas plantas cultivadas
continuamente na presenca de Al (750 uM) (Fig. 7a). Nenhum sinal de alteragdo nas
divisdes anticlinais e periclinais e na diferenciagao dos tecidos foram observadas na
estrutura interna (Fig. 7b). Na medula caulinar, grande concentracado de cristais de
oxalato de calcio do tipo drusa foi constatada (Fig. 7b). Estipulas e primérdios foliares
diferenciados, sem nenhuma deformagéao foram detectados (Fig. 7b). O promeristema
estava facilmente distinguivel e as células apresentaram citoplasma denso e nucleos
bem evidentes (Fig. 7c). Nao houve reagao positiva para a presenga de compostos
fendlicos. O Al foi evidenciado por todo o apice caulinar, isto &, nucleos (Fig. 7c1) e
parede celular de todas as células meristematicas e tecidos diferenciados (Fig. 7c).
Os coléteres apresentaram-se diferenciados, com gotas de secrecao evidentes. Além
disso, houve acumulo de mucilagem e Al no vacuolo das células secretoras (Fig. 7¢2).
Por fim, rafides foram observadas no eixo parenquimatico da estrutura.

Com a restricdo de Al na solugao nutritiva (750 — 0 uM), os apices caulinares
das plantas apresentaram danos morfoanatémicos (Fig. 7d). Houve necrose de todo
o meristema apical. Nao foi possivel distinguir o promeristema de outros tecidos (Fig.
7e). Um padrao de divisdo anormal e consequente formagao de tecidos deformados
foram claramente perceptiveis (Fig. 7e - circulo com tracejado vermelho). As estipulas
e primordios foliares nao apresentaram formato regular, resultado da auséncia do Al
durante a formacao dessas estruturas (Fig. 7e). A reacao foi positiva para Al nos
nucleos (Fig. 7f), o que, provavelmente, € um resquicio do Al acumulado nas fases
iniciais do experimento, remobilizado para as regides formadas apds a retirada do

elemento. Nao foram observadas drusas na medula caulinar, como ocorreu em 750
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MM de Al. A maior parte dos coléteres colapsou e os que persistiram se encontravam
em fase de senescéncia.

Nas plantas cultivadas sem Al (0 uM), as alteragbes morfoldgicas dos apices
caulinares foram expressivas. A regido meristematica e as folhas jovens ficaram
totalmente necrosadas (Fig. 7g). Na auséncia de Al nao foi possivel distinguir as
camadas das células meristematicas do apice, tampouco observar algum sinal de
divisao celular regular (Fig. 7h). Assim como em 750 — 0 yM Al, as drusas estavam
pouco presentes na medula caulinar e, em algumas vezes, ausentes. As estipulas que
protegem a regidao estavam totalmente deterioradas (Fig. 7h). Os coléteres, em sua
maioria, apresentaram alteragdes estruturais, como colapso das células secretoras e
do eixo parenquimatico (Fig. 7i). O teste de polissacarideos apresentou reagao
negativa. O Al ndo foi detectado em nenhuma regido do apice caulinar, nem sequer
nos nucleos celulares. O teste histoquimico para detec¢cdo de compostos fendlicos
apresentou reagao positiva nas regides necrosadas (Fig. 7j).

Em contrapartida, apds a suplementacéo de Al na solugéo nutritiva (0 — 750
MM), novos ramos foram originados sem nenhum sinal de morte na regido apical (Fig.
7k). A anatomia revelou uma regido meristematica saudavel (Fig. 71). As camadas da
tunica e do corpo apresentaram-se integras e as divisbes anticlinais e periclinais
ocorreram normalmente (Fig. 7m). As estruturas que protegem o apice caulinar
(estipulas, primordios foliares e coléteres) foram formadas sem qualquer deformagao
estrutural (Fig. 71). A reagcédo para compostos fendlicos foi negativa para toda a regiao
do meristema apical. O Al foi detectado nos nucleos de todas as células, com destaque
para as células do promeristema (Fig. 7m). Os tecidos meristematicos ja diferenciados
e os tecidos maduros também foram sitios de acumulo do elemento. Os coléteres,
totalmente integros e em plena atividade secretora, apresentaram reagao positiva
para Al nos nucleos e no vacuolo das células secretoras (Fig. 7n), sendo essa ultima
organela regido de acumulo de mucilagem. No eixo parenquimatico da estrutura foram
identificados idioblastos contendo cristais de oxalato de calcio, do tipo rafide,
envolvidos por uma matriz mucilaginosa (Fig. 7n1) e aluminosa (Fig. 7n2), conforme

verificado pelo teste com vermelho de ruténio e Chrome Azurol’S, respectivamente.

3.4 O aluminio potencializa as trocas gasosas e o estado hidrico de Borreria

latifolia
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O desempenho fotossintético das plantas de B. latifolia foi afetado pela
deplecdo de Al (Fig. 8). Aos 20 DAI, a taxa fotossintética reduziu 36% entre os
tratamentos 750 e O uM Al. Essa reducao permaneceu apods os 21, 28 e 57 DAI (Fig.
8a, b, ¢, d). Por outro lado, nos intervalos de um dia (21 DAI) e uma semana (28 DAI)
apos a privagdo do metal (750 — 0 pM), a diferenca reduziu para 6 e 27%,
respectivamente. Aos 57 DAI, a redugéo chegou a 44%. Adicionalmente, a adi¢cdo de
Al (0 — 750 yM) promoveu acréscimos de 7, 24 e 37% em relagdo a auséncia do
metal nas avaliagdes aos 21, 28 e 57 DAI, respectivamente.

Apo6s uma semana da deplecao de Al (28 DAI), a condutancia estomatica (gs)
dessas plantas (750 — 0 uM) foi cerca de duas vezes menor comparado ao tratamento
com adi¢cado do metal (0 — 750 pM). O mesmo efeito foi observado na ultima avaliagéo
das trocas gasosas (Fig. 8h). A concentragéo interna de CO2 (Ci) ndo variou entre os
tratamentos em nenhum periodo avaliado (Fig. 8i, j, k, I). Na auséncia de Al (0 uM), a
ETR foi inferior a todos os demais tratamentos em todos os periodos avaliados (Fig.
8m, n, o, p). Entretanto, adicionar Al a solugéo nutritiva (0 — 750 uM) elevou a ETR
em 65% em apenas um dia apos o fornecimento do metal (Fig. 8n).

A transpiragao (E), eficiéncia no uso da agua (WUE) e o conteudo relativo de
agua (RWC) nas folhas de B. latifolia também foram afetados negativamente pela
auséncia de Al (Fig. 9). Em todos os periodos avaliados, os tratamentos que
receberam alguma adi¢do de Al apresentaram E maior que as plantas cultivadas na
auséncia de Al (Fig. 9a, b, c, d). A maior diferenga ocorreu aos 20 DAI, com 35% de
reducao comparado a 750 uM Al (Fig. 9a). A WUE foi menor na auséncia de Al apenas
nos dois primeiros periodos avaliados (Fig. 9e, f, g, h).

O RWC foi menor nos tratamentos 0 uM Al e 0 — 750 yM Al em comparacao
com 750 uM Al (Fig. 9i). O RWC das plantas que receberam Al constantemente foi
igual a 99,55%, valor superior aos tratamentos com privagdo do metal inicialmente,
cujos valores foram de 95,35% e 97,14%, respectivamente. As plantas tratadas com
Al inicialmente com subsequente suspencio do fornecimento do metal apresentaram

RWC igual a 95,88%, nao se diferenciando dos demais tratamentos (Fig. 9i).

3.5 O aluminio mitiga o estresse oxidativo e promove ativagao das principais

enzimas antioxidantes
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No sistema radicular, as plantas tratadas continuamente com o Al apresentaram
niveis de MDA 50 e 62% menores que os tratamentos 0 — 750 e 750 — 0 yM Al,
respectivamente (Fig. 10a). Nas folhas, a concentragcdo de MDA no tratamento 750
MM Al foi 20% menor que no tratamento 0 — 750 pM Al (Fig. 10b). Em todos os
tratamentos, o MDA foi menor nas folhas do que nas raizes (Fig. 10a, b).

Por outro lado, a concentragdo de H202 foi maior nas folhas, enquanto nas
raizes ndo houve diferengas entre os tratamentos (Fig. 10c, d). Nas folhas, a
concentracdo de H20:2 foi maior nos tratamentos em que houve variacdo de Al
(acréscimo ou omissao) em comparagao com os tratamentos continuos (0 e 750 uM)
(Fig. 10c, d).

Nas raizes, a adi¢ao de Al (0 — 750 uM) aumentou a concentragao do radical
anion superoxido (Fig. 10e). Nas folhas, a concentracdo do radical anion superoxido
no tratamento continuo com Al foi 80% menor em comparagdo com a auséncia
continua de Al (Fig. 10f). Em relacao a diferenca entre 6érgaos, os maiores niveis de
radical anion superdxido ocorreram nas raizes.

Ao contrario da CAT, as atividades da SOD, POX e APX foram maiores nas
raizes do que nas folhas em todos os tratamentos (Fig. 10g-n). O acréscimo ou
omissao de Al na solugao nutritiva diminuiu em 60% a atividade da SOD nas raizes
em relacao ao tratamento 750 uM Al (Fig. 10g). Para a CAT, nas raizes e folhas, tanto
o tratamento continuo com Al quanto 0—750 yM Al desencadearam aumentos na
atividade da CAT (Fig. 10i, j).

A atividade da POX também aumentou 35% nas raizes quando o Al passou a
ser adicionado a solugao nutritiva, entretanto, ndo houve diferencas nas folhas (Fig.
10k, ). Para a atividade da APX nas raizes, o tratamento 750 uM Al foi superior 54 e
34 % em relacao aos tratamentos 0 e 750 — 0 uM Al, respectivamente. Nas folhas, a
atividade da APX aumentou cerca de quatro vezes com a adi¢ao de Al (0 — 750 uM)

e reduziu 82% quando o metal ndo foi mais fornecido (750 — 0 uM) (Fig.10m, n).

3.6 Auséncia ou presenc¢a de Al modula o metabolismo em Borreria latifolia

Apesar da manifestacdo de clorose seguida de necrose no apice foliar, e
manchas cloréticas no limbo de algumas folhas nos tratamentos 0 e 750 — 0 uM All,
nao houve diferengas nas concentracdes dos pigmentos foliares entre os tratamentos
(Fig. S1a, b, ¢, d, e, f).
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Na auséncia de Al, a concentragdo de prolina nas raizes foi maior que nas
folhas (Fig. 11 a, b). O acréscimo do metal (0 — 750 yM) reduziu em 56% a
concentragcédo desse aminoacido nas raizes (Fig.11a). Independentemente do 6rgéao e
do tratamento, ndo houve diferencas para o total de aminoacidos (Fig. 11c, d). A
concentracdo de proteinas foi maior nas folhas do que na raiz, mas nao houve
diferencas entre tratamentos (Fig. 11e, f).

Nao houve diferencas para as médias das concentragcdes de malato e fumarato
(Fig. 11g, h, i, j), contudo as concentra¢des de fumarato foram maiores nas raizes (Fig.
11i, j). A concentragao dos fendis nao foi alterada nas raizes (Fig. 11k). Contudo nas
folhas, a adicdo de Al (0 — 750 uM) aumentou em 1,5 vezes a concentracao de
compostos fendlicos (Fig. 111). No tratamento sem Al, os fendis foram maiores nas
raizes do que nas folhas (Fig. 11k, ).

A concentracao de glicose foi maior nas raizes do que nas folhas, porém nao
houve diferengas entre os tratamentos (Fig. 11m, n). A concentragdo de frutose nao
apresentou diferengas (Fig. 110, p). A omissao de Al (750 — 0 pM) reduziu a
concentracdo de sacarose tanto nas raizes (50%) quanto nas folhas (43%). Além
disso, na auséncia do metal, a concentragcédo de sacarose foi maior nas raizes do que
nas folhas (Fig. 11q, r). Por outro lado, a concentragao de amido foi maior nas folhas
do que nas raizes em todos os tratamentos, com excec¢édo de 750 uM Al, no qual nao
houve diferenga entre os 6rgaos (Fig. 11s, t). Nas raizes, a concentragdo de amido no
tratamento 750 — 0 uM foi cerca de duas vezes maior em relagdo ao tratamento 0 —
750 uM Al. Nas folhas, a concentragdao de amido na auséncia de Al foi duas vezes

maior que o tratamento continuo com o Al.

3.7 Auséncia de aluminio altera o nivel de ploidia e induz alteragao no indice

de endociclos entre raiz e folhas

Borreria latifolia possui valor 2C médio de 1,323 + 0,073 pg, equivalente a 1C
= 0,6615 pg e 646,947 Mbp. O nivel de ploidia de DNA 2C predominou tanto no
meristema apical radicular quanto nas folhas jovens, seguido pelo 4C, e nucleos na
fase S entre 2C e 4C (S2c4c). Nucleos 2C, Szc4c e 4C ocorrem em todos os

tratamentos nos dois 6rgaos. Nucleos nas fases S entre 4C e 8C (Sac-sc) e nucleos
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8C foram evidenciados apenas nos tratamentos com privagao constante de Al ou
restricdo a partir de 20 DAI, tanto na parte radicular quanto na foliar (Fig. 12a, b).

Em todos os tratamentos em que houve adicdo de Al, seja no inicio do
experimento ou aos 20 DAI, os indices de endociclos da raiz foram superiores aos
foliares (Fig. 12c, d).

3.8 O aluminio é requerido na regulagao positiva de vias metabdlicas

essenciais para o crescimento e desenvolvimento de Borreria latifolia

A analise do perfil protedmico de Borreria latifolia indicou um total de 754
proteinas identificadas na raiz e 636 nas folhas. Na raiz, o contraste entre auséncia e
presenga continua de Al (0 uM/750 puM) resultou em 262 proteinas diferencialmente
abundantes (DAPs), entre a restricdo de Al e a presenga constante do metal (750 —
0 uM/750 uM) foram identificadas 75 DAPs e na comparacgao entre adicado do metal
pela presencga constante (0 — 750/750 yM) foram identificadas 55 DAPs. Os trés
grupos comparados compartilharam 20 proteinas em comum. Entre 0 uM/750 pM Al
houve 197 DAPs n&ao compartilhadas com os demais grupos, enquanto entre 0 — 750
MM/750 uM Al apenas 12 DAPs e, entre 750 — 0/750 uM Al foram 23 DAPs nao
compartilhadas (Fig. 13a).

Nas folhas, um total de 96 DAPs foram obtidas a partir da comparacao entre 0
MM/750 pM Al; 76 entre 0 — 750 uM/750 uM Al e 112 entre 750— 0 pM/750 pM Al
Dessas DAPs, 18 foram compartilhadas entre os trés grupos. Enquanto 40, 32 e 44
DAPs estavam presentes apenas nas condigdes 0; 0 — 750 e 750 — 0 yM Al
respectivamente, comparadas a 750 uM Al (Fig. 13b).

A analise de agrupamento hierarquico permitiu a separagdo das amostras de
cada grupo com base na similaridade nos padrées de expressao (Fig. S2). Na
comparagao 0 uM/750 uM Al, 55% das DAPs foram down-acumuladas, 19% up-
acumuladas, 23% foram consideradas unicas no tratamento com presencga continua
de Al, e apenas 2% das DAPs da raiz foram acumuladas exclusivamente em 0 uM Al.
Os tratamentos com adi¢ao (0 — 750 uM) e restricao de Al aos 20 dias (750 — 0 uM)
apresentaram maior numero de proteinas down-acumuladas do que up-acumuladas
em relacéo a regulagéo das proteinas radiculares do tratamento com suplementagao

continua com Al.
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Dentre as DAPs detectadas nas folhas, na comparagao 0 pM/750 uM Al, 38%
proteinas foram down-acumuladas, 53% up-acumuladas, 7% uUnicas do tratamento
750 uM Al e 5% exclusivas do tratamento 0 yM Al. Nos tratamentos 0 — 750 e 750 —
0 uM Al foi evidenciado maior numero de proteinas up-acumuladas do que down-
acumuladas.

Na analise funcional de enriquecimento de ontologia génica (GO) das DAPs
identificadas nas raizes, os processos bioldgicos mais enriquecidos (Fold Enrichment
> 20) na comparagéo 0 pM/750 uM Al foram processos de metabolismo energético
(Fig. S3a). Na condicdo 0 — 750 uM Al, além do metabolismo energético houve
enriquecimento de proteinas importantes no transporte vesicular (Fg. S3c). No
tratamento 750 — 0 uM Al, foram enriquecidos processos relacionados a sintese e
reparo de proteinas (Fig. S3e).

Para as DAPs identificadas nas folhas, os termos mais enriquecidos (Fold
Enrichment > 8) foram processos metabdlicos do malato e organizacao plastidial na
condicdo 0 uM Al (Fig. S3b); processos envolvidos na quebra e detoxificagdo do
metilglioxal na condigdo 0 — 750 uM Al (Fig. S3d), processos biossintéticos (amido,
peptideos) e tradugao de proteinas para a condicao 750 — 0 uM Al (Fig. S3f).

A analise de enriquecimento de vias KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) revelou 15 vias significativas no sistema radicular. Na condicédo 0 uM Al o
maior numero de proteinas ativadas ocorreu na biossintese de metabdlitos
secundarios e o ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA ou ciclo de Krebs) foi o mais
enriquecido, considerando-se um Fold Enrichment >20 (Fig. 14a). Na comparagao 0
— 750 pM/750 uM Al, a biossintese de metabdlitos secundarios manteve elevado
numero de proteinas, e outras vias também foram enriquecidas: glicélise, via das
pentoses fosfatadas, biossintese de nucleotideos, metabolismo de frutose e manose,
acido alfa-linolénico e endocitose (Fig. 14c). Na condi¢ao 750 — 0 uM Al, houve maior
enriquecimento para as vias metabdlicas da histidina e dos glicerolipidios (Fig. 14e).

Nas folhas, ao comparar a auséncia com a presenca de Al, as vias mais
enriquecidas (Fold Enrichment > 20) foram: metabolismo de piruvato, nitrogénio,
dicarboxilato e glioxilato, galactose, TCA, fixagdo de COz2 e biossintese de RNA (Fig.
14b). As plantas que receberam o tratamento 0 — 750 uM Al apresentaram
enriquecimento das vias de metabolismo do piruvato, glioxilato, dicarboxilato e fixagéo

de CO2 (Fig. 14d). A restricdo do Al a partir dos 20 dias, resultou em enriquecimento
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nas vias de metabolismo do enxofre, compostos de selénio e acido cianoamino (Fig.
14f).

Nas raizes, um total de seis proteinas foram acumuladas exclusivamente no
tratamento com presenga constante de Al nas trés condi¢gées de comparagéao (Tabela
1). Enquanto nas folhas, quatro proteinas unicas foram encontradas no tratamento
750 uM Al. Algumas dessas proteinas ainda nao foram anotadas, no entanto, suas
fungdes ja sdo conhecidas (Tabela 1).

A partir da rede de interagdo proteina-proteina das DAPs identificadas nas
raizes durante a auséncia de Al ao longo do desenvolvimento de B. latifolia, foi
possivel observar predominancia de grupos de interacdo entre proteinas que
apresentaram reducdo do seu acumulo quando privadas da disponibilidade de Al no
meio de cultivo (Fig. 15). A partir das conexdes densamente observadas, foram
selecionadas proteinas enriquecidas nas vias KEGG de fungdes de biossintese de
metabolitos secundarios; ribossomos; ciclo do acido citrico e biossintese de
aminoacidos.

A analise de topologia de rede permitiu identificar proteinas centrais (hubs) que
apresentaram alto grau de conexao (grau > 26), das quais destacam-se: succinato
desidrogenase [subunidades de ferro-enxofre e de flavoproteina; (AOAAV1DWR?2,
AOAAV1DS77)], citrato sintase (AOAAV1D8D4, AOAAV1C2S8) e piruvato quinase
(AOAAV1CPL3) (Fig. 16a). A analise de coeficiente de agrupamento (CC) revelou altos
valores (CC = 1) para proteinas pertencentes as vias de biossintese de aminoacidos
e TCA, com destaque para proteinas ribossomais formando um complexo proteico
coeso. Além disso, proteinas do TCA com elevado grau apresentaram CC mediano
(0,41 — 0,31), reforcando seu papel como proteinas essenciais para 0 processo
biolégico (Fig. 16b).

3.9 Analise Multivariada de Componentes Principais

A analise de componentes principais mostrou que os dois primeiros
componentes explicaram 65,2% da variabilidade dos dados relacionados as raizes
(PC1: 47,9% e PC2: 17,3%) e 66,5% da variagao dos dados foliares (PC1: 54,4% e
PC2: 12,1%). A distribuicdo das elipses no espago multivariado dos dois érgéos

analisados, evidenciou uma distingdo entre pares dos tratamentos 0 e 750 — 0 uM Al
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em relagédo a 0—750 e 750 yM Al. Contudo, houve sobreposi¢ao dos pares das elipses
representativas dos tratamentos 0 e 750 — 0 pM Al; e entre 0 — 750 e 750 uM Al,
indicando que esses tratamentos nao diferem entre si (Fig. 17a, b).

Considerando-se o sistema radicular, as variaveis que mais contribuiram para
a distincdo entre os tratamentos no eixo PC1 foram: RGR, concentragdao de Al,
atividade da CAT, prolina, concentracéao de Ca, K, B, Mn, S, Zn. Em contrapartida, as
variaveis de maior peso no eixo PC2 foram: MDA, SOD, O2", sacarose e indice de
endociclos. (Fig. 17a).

Para as analises foliares, as variaveis mais importantes no eixo PC1, foram as
concentracbes de Mg, Al, APX e O2". Por outro lado, as variaveis que mais

contribuiram para o eixo PC2 foram: ETR, gs e E (Fig. 20b).
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4 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstram que o Al atende a todos os critérios de
essencialidade (Arnon and Stout, 1939) para Borreria latifolia. Na auséncia do metal,
a planta foi incapaz de completar seu ciclo de vida, o crescimento e o metabolismo
foram comprometidos, embora todos os elementos tradicionalmente considerados
essenciais tenham sido fornecidos. Todavia, quando o Al foi reintroduzido na solugao
nutritiva, os meristemas apicais foram ativados. Consequentemente a planta retomou
seu vigor fisiolégico ao emitir novas raizes e brotagdes, evidenciando o papel
insubstituivel desse elemento. Além disso, de forma inédita, demonstramos que a
presenca continua de Al é necessaria para o acumulo de proteinas exclusivas e de

proteinas associadas as vias metabolicas essenciais a produgao de energia na planta.

4.1 Borreria latifolia nao completa seu ciclo de vida na auséncia de aluminio

A relevancia do Al para B. latifolia € fenotipicamente evidente, corroborada
quantitativamente pelas taxas de crescimento e qualitativamente pela anatomia dos
meristemas apicais caulinares. O acumulo do metal nas plantas tratadas com Al nos
ultimos 37 DAI foi maior que 10 g kg' de massa seca tanto na raiz quanto na parte
aérea, o que confirma a caracteristica hiperacumuladora da espécie (Metali et al.,
2012). Constatamos que na auséncia de Al, a raiz € o 6rgao que possui maior
exigéncia do metal, visto que, nessas condicdes, 78% do Al ficou retido no sistema
radicular. Por outro lado, nos demais tratamentos, nos quais o Al foi adicionado em
algum momento, as raizes apresentaram valores pouco maiores que as folhas,
enquanto no caule o acumulo de Al foi substancialmente inferior aos demais 6rgaos.
Ao comparar as raizes com a parte aérea (caule + folhas), s6 na auséncia de Al que
0 acumulo do metal € maior nas raizes. Além disso, nos tratamentos com algum
fornecimento de Al, os valores do TF indicam que B. latifolia apresenta eficiéncia na
absorcgao do Al e redistribuicdo para os demais 6rgaos vegetativos.

Nossos dados revelam consisténcia entre a deplegao de Al e a morte do apice
caulinar, culminando em crescimento atrofiado das plantas. Na maioria das espécies
da familia Rubiaceae, o meristema apical caulinar & protegido pelos coléteres,

estruturas secretoras multicelulares desenvolvidas a partir da protoderme e do
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meristema fundamental (Paiva Pinheiro et al., 2019). Durante o crescimento ativo, as
substancias secretadas cobrem os tecidos meristematicos e primordios foliares,
formando um escudo higroscopico, que protege o apice caulinar de patdégenos,
dessecacédo e luminosidade intensa (Dourado et al., 2022; Pereira et al., 2025). Na
auséncia de Al, os coléteres colapsaram, enquanto na presengca do metal,
apresentaram plena atividade secretora. Dessa forma, o Al esta conectado a protegéo
quimica e fisica das gemas, uma estratégia importante para sustentar o crescimento
das plantas nas condi¢des edafoclimaticas restritivas do Cerrado (Gongalves et al.,
2024).

A deteccao de Al no nucleo das células meristematicas confirma seu papel
critico na manutengao da integridade do meristema apical caulinar. Essa evidéncia é
corroborada pela auséncia de deformidades morfoanatomicas e no desenvolvimento
de plantas tratadas com 750 uM Al. Por outro lado, a auséncia de Al nuclear coincidiu
com a irregularidade no padréao de divisdo das células meristematicas do apice
caulinar. A deplecdo de Al em C. sinensis resultou em reducdo da atividade
meristematica da raiz devido a maior incidéncia de quebras de DNA nuclear. Desta
forma, foi sugerido que o papel do Al no reparo do DNA esteja relacionado a possivel
interacdo eletroestatica entre o cation metalico com os grupos fosfato carregados
negativamente, conferindo mais estrutura e estabilidade a espinha dorsal do
fosfodiéster (Sun et al., 2020).

As células-tronco presentes no meristema apical do caule fornecem as
condi¢cdes necessarias para a divisao celular que sustenta a atividade meristematica
e impulsiona o crescimento (Kean-Galeno et al., 2024). Além disso, na zona periférica,
nas laterais do meristema, esta localizada a area de geracéo de novos primordios de
orgaos, inclusive o meristema floral, o qual forma os 6rgaos reprodutivos (Demesa-
Arevalo et al., 2024). Aauséncia de Al leva a morte dos meristemas apicais caulinares,
impedindo B. latifolia de completar o seu ciclo vegetativo e, consequentemente,
alcangar a fase reprodutiva. A incapacidade de concluir esses estagios de
desenvolvimento, atende ao primeiro critério de essencialidade de elementos

minerais.

4.2 O aluminio é insubstituivel no crescimento e desenvolvimento de

Borreria latifolia
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Borreria latifolia € uma espécie adaptada a solos acidos, de baixa fertilidade e
disponibilidade limitada de nutrientes (Camargo et al.,, 2024). Embora tolere bem
essas condi¢gdes adversas, nossos dados sugerem que ha uma dependéncia do Al
para o seu desenvolvimento. As deficiéncias nutricionais impactam negativamente na
conversado de energia luminosa em energia quimica (Lu et al., 2025). No entanto,
apesar da maior concentragao de alguns macro e micronutrientes, principalmente nas
folhnas de plantas cultivadas sem Al, o desempenho fotossintético foi inferior ao
tratamento 750 uM Al. N&o houve diferengas para gs, WUE e Ci entre a auséncia e
presenca de Al aos 57 DAI. No entanto, em 0 uM Al houve reducgao significativa dos
parametros An, ETR e E; possivelmente, a auséncia do metal desencadeia alguma
limitagdo bioquimica na fixagdo do COa2. As espécies acumuladoras de Al, nativas do
Cerrado, Qualea grandiflora Mart. (Silva et al., 2023) e Vochysia tucanorum
Mart.(Bressan et al., 2021b) apresentaram reducdo do desempenho fotoquimico na
auséncia de Al. Por outro lado, a adicdo do metal resultou em ganhos na assimilagao
de CO2 e melhor estado hidrico, assim como ocorreu com B. latifolia.

O conteudo de sacarose tanto na folha quanto na raiz diminuiu com a restricao
de Al na solugao nutritiva (750 — 0 uM). A fotossintese é o processo fisioldgico mais
importante para a produgao de biomassa vegetal. Inibicdes nas taxas fotossintéticas
reduzem a concentragao de sacarose, produto final da incorporagao de CO2 (Lu et al.,
2025). A regulacdo do metabolismo de sacarose e amido é uma das respostas
aclimatativas das plantas a condi¢ées ambientais adversas (Kausar et al., 2022; Li et
al.,, 2023; Zhang et al., 2025). Adicionalmente, a concentracdo de sacarose na
auséncia de Al foi maior na raiz do que nas folhas. Enquanto lida com uma producgéao
de energia comprometida, a planta exporta sacarose, suprindo a demanda metabdlica
de drenos prioritarios, como as raizes. O transporte de sacarose evita que seu
acumulo nas folhas decline ainda mais a eficiéncia fotossintética (Wang et al., 2022).
Nossos resultados sugerem que a redugdo do conteudo de sacarose e a reparticdo
de carbono em B. latifolia sob privagao de Al, revelam um padrao tipico de estresse.
Em contraste, em plantas cultivadas, como o milho-pipoca, o aumento na
concentracao de sacarose e a degradacao do amido foram associados a tolerancia
ao metal (Pinto et al., 2021).

O acumulo significativo de prolina nas raizes de B. latifolia na auséncia de Al,
nao apenas sugere o estado de estresse metabdlico, mas também evidencia que esta

especie possui alta capacidade intrinseca de produzir respostas aclimatativas. Assim,
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ativa mecanismos de protegao para mitigar os danos causados pela deficiéncia deste
metal. Achados comparaveis foram observados em Camellia japonica, espécie
ornamental lenhosa acumuladora de Al (Liu et al., 2020). Na auséncia de Al, a
concentracao de prolina foi quase trés vezes maior que no tratamento com 1 mM de
Al. A prolina € um aminoacido multifuncional acumulado em plantas sob diferentes
estresses ambientais (Alvarez et al., 2022 ; Yusuf et al., 2025). Para ajustar o
metabolismo de plantas em condigbes de estresse, a prolina protege as estruturas
celulares, aumentando a integridade da parede e membrana celular, além de estimular
a atividade de enzimas relacionadas a detoxificagcdo de ROS (Semida et al., 2020;
Ullah et al., 2024).

A deplecdo de Al elevou os niveis de MDA nas raizes de B. latifolia, indicando
intensa peroxidacado lipidica. De forma consistente, na auséncia de Al, Camellia
Jjaponica também apresentou maiores valores de MDA nas raizes (Liu et al., 2020).
No entanto, a presenga de Al aumentou a atividade da SOD, exibindo eficiéncia contra
o estresse oxidativo. Esses dados comprovam que a presencga do Al confere robustez
ao sistema antioxidante. A homeostase redox € obtida através do equilibrio entre a
formagao de ROS e sua eliminacédo através da atividade de enzimas antioxidantes
(Alam et al., 2022; Jia et al., 2025).

Sob concentragdes estatisticamente iguais de H202, as atividades das
peroxidases CAT e APX nas raizes, foram superiores no tratamento 750 uM em
relacdo a 0 yM Al. Nas folhas a adigdo de Al (0 — 750 uM) regulou positivamente a
atividade da APX, enquanto a restricdo do metal (750 — 0 uyM) resultou em uma
regulacdo negativa. O aumento de ROS em células-guarda de algodao reduziu a
condutancia estomatica, afetando as taxas fotossintéticas (Guo et al., 2020). A APX
detoxifica H202 principalmente nas células-guarda estomaticas, protegendo o
fotossistema |l ao usar ascorbato como doador de elétrons (Maruta and Ishikawa,
2022; Wu et al., 2021). Assim o ciclo ascorbato-glutationa é regulado positivamente e
protege os cloroplastos de danos oxidativos (Celi et al., 2023).

A auséncia de Al nos ultimos 37 DAl aumentou o conteudo de DNA,
considerando que nucleos na fase Saicsc e 8C foram detectados apenas nos
tratamentos 0 e 750 — 0 yM Al. O nivel de ploidia do DNA é outro indicador de que a
deplecao de Al € uma condi¢cao desfavoravel para B. latifolia. O valor C em células
somaticas vegetais pode variar de 2 a 4 (Kotodziejczyk et al., 2023). Em algumas

células, pode ocorrer ciclos repetidos de replicacdo sem citocinese durante a
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diferenciacao, resultando em aumento do conteudo de DNA da célula de 2C para 4C,
8C, 16C, 32C (Bhosale et al., 2019; Carneiro et al., 2021; Tourdot et al., 2023).

Alteragbes no conjunto de genes podem ser uma tentativa de ativar
mecanismos de defesa mais eficientes e garantir a integridade fisiologica
principalmente quando ocorrem danos ao DNA (Gentric et al., 2021). Associando os
niveis de ploidia do DNA com os resultados de histolocalizagdo de Al, conjecturamos
que o aumento no conteudo de DNA seja devido a possiveis danos ao material
genético na auséncia de Al. Como uma espécie adaptada ao ambiente do Cerrado, B.
latifolia deve possuir robustos mecanismos aclimatativos a condigées ndo ideais.
Evolutivamente, € importante as plantas aumentarem o genoma e garantir plasticidade
celular para adaptar as condi¢des flutuantes do ambiente (Heslop-Harrison et al.,
2023; Vukasinovi¢ et al., 2025). Mais pesquisas aprofundadas s&o necessarias para
entender os mecanismos moleculares subjacentes e o significado fisioldgico da
endoreduplicacdo em B. latifolia.

Nossas evidéncias comprovam que o Al é insubstituivel para o crescimento e
desenvolvimento de B. /atifolia. Dessa forma, o segundo critério de essencialidade é
satisfeito para esta espécie: nenhum elemento tradicionalmente considerado
essencial é capaz de substituir o Al em suas fungdes fisioldgicas, metabdlicas,

bioquimicas e citogenéticas.

4.3 O aluminio é necessario para a sintese de proteinas unicas e regula

positivamente o metabolismo energético de Borreria latifolia

Este é o primeiro trabalho a analisar o perfil protedmico de raizes e folhas de
Borreria latifolia. As proteinas s&o os principais integrantes da maioria dos processos
celulares e metabdlicos (Kosova et al., 2018). Este estudo é pioneiro ao demonstrar
como a dependéncia de Al em B. latifolia regula o seu proteoma, ativando vias
energéticas e induzindo o acumulo de proteinas exclusivas, além de moldar seus

tracos morfofisioldgicos e citogenéticos.
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4.3.1 Proteinas exclusivas induzidas na presencga de Al e compartilhadas entre os

tratamentos revelam assinatura molecular da essencialidade desse metal

A proteina UDP-arabinopyranose mutase (UAM, AOAAV1DSF3) foi regulada
nas raizes apenas na presenca constante de Al. Esta enzima catalisa a converséao
crucial de UDP-arabinopyranose para UDP-arabinofuranose, substrato essencial para
a biossintese de pectinas e hemiceluloses da parede celular (Ateeq et al., 2025; Jin et
al., 2025). Plantas mutantes, com essa proteina silenciada, apresentam raizes com
alteracgdes estruturais, impactando negativamente na fungdo e no desenvolvimento
desse 6rgao (Dugard et al., 2016; Konishi et al., 2011). Portanto, nossos resultados
indicam que a UAM desempenha um papel fundamental no crescimento e
desenvolvimento radicular de B. latifolia, em um processo diretamente regulado pela
presenca de Al.

A proteina RABA1f (AOAAV1BW73) pertence ao grupo das GTPases da
subfamilia RabA1 associada ao trafego de membranas. As Rab GTPases podem atuar
na formacéo da placa celular durante a citocinese (Shi et al., 2023), sinalizagdo de
ABA (Qin et al., 2021), regulacao de aquaporinas (Gémez-Méndez et al., 2023), endo
e exocitose (Ilto and Uemura, 2022), expansao e direcionamento do crescimento de
pelos radiculares (Yang et al., 2020). Outras duas proteinas, nao caracterizadas
(AOAAV1D057 e AOAAV1ECKY), com fungao de GTPases e que compdem o sistema
de endomembranas e membrana plasmatica também foram encontradas nas raizes.
Em arroz, o ativador da GTPase RAC/ROP integra estimulos hormonais, ligando a
sinalizacao de auxina e citocininas na formacao da arquitetura radicular (Liu et al.,
2023).

A 4-hidroxi-4-metil-2-oxoglutarato aldolase (AOAAV1BYA9), também conhecida
como HMG/CHA aldolase, cliva o 4-hidroxi-4-metil-2-oxoglutarato (HMG) em duas
moléculas de piruvato, ou o 4-carboxi-4-hidroxi-2-oxoadipato (CHA) em piruvato e
oxaloacetato (Kim et al., 2020). Esse processo conecta o metabolismo de compostos
aromaticos ramificados (via ramificada C5) a produgao de metabdlitos que alimentam
o ciclo de Krebs, gerando ATP, NADH e esqueletos carbdnicos que podem ser usados
na sintese de nucleotideos. Além disso, a HMG/CHA aldolase esta associada a
respostas ao estresse (Cui et al., 2019).

Em Chenopodium quinoa, o gene que codifica a HMG/CHA aldolase foi

regulado positivamente sob estresse salino, desencadeando maior expressao de
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chaperonas e proteinas ribossomais (Ruiz et al., 2019). Em B. /atifolia, essa mesma
enzima (AOAAV1BYA9) foi acumulada em raizes sob suplementagao continua de Al.
Além disso, observou-se o acumulo especifico da chaperona mitocondrial CPN60-2
(AOAAV1DJHG6), componente do grupo de proteinas que apresentam papel essencial
no correto dobramento de proteinas recém-importadas para a mitocondria (Nagaraju
et al., 2021; Singh et al., 2024). Dessa forma, as proteinas atuantes na respiragao e
outros componentes mitocondriais se mantém viaveis, contribuindo para o
crescimento radicular, absorgcéo de nutrientes e desenvolvimento de B. /atifolia.

Nas folhas, proteinas contendo o dominio EF-hand (AOAAV1DOMG6) atuam
principalmente como sensores e transdutores de sinais de Ca?. Essas proteinas s&o
fundamentais na regulagédo do movimento estomatico como resposta aos estimulos
do ambiente (Kundu et al., 2022; Mandal et al., 2022; Upadhyay, 2023). Em B. /atifolia,
hipotetisamos que as proteinas contendo o dominio EF-hand foram fundamentais para
a maior abertura estomatica observada em 750 pM Al em comparagao a redugao de
gs ao restringir Al na solugdo nutritiva (750 — 0 pM). Uma maior conduténcia
estomatica facilita a entrada de CO2 na folha, aumentando a disponibilidade desse
gas para fotossintese (Yamori et al., 2020) . Desde que nao haja outras limitagdes,
isso potencializa a carboxilagao no cloroplasto (Sakoda et al., 2021), como observado
em B. latifolia na presenca de Al.

A proteina 48 homologa do ciclo de divisao celular (CDC48, AOAAV1ICMEDS) é
uma ATPase da familia AAA+, altamente traduzida em células que estdo em divisao e
em expansao. Por meio do sistema ubiquitina-proteassoma, a CDC48 é essencial no
controle de qualidade e na regulacao de proteinas do ciclo celular (Inés et al., 2025).
O dominio ATPase AAA+ (AOAAV1CFJ6) compde uma superfamilia de proteinas
responsaveis por degradagdo e remodelagem proteica, trafego de membranas,
importacdo de proteinas para o estroma do cloroplasto, respostas a estresses e
regulacao do ciclo celular (Khan et al., 2022; Waters et al., 2024). Em conjunto com
outras proteinas envolvidas no ciclo celular, a ativacdo de CDC48 pode ser crucial
para garantir a divisdo celular nos apices caulinares, garantindo o desenvolvimento

de B. latifolia em ambiente suplementado com Al.

4.3.2 Aluminio ativa proteinas essenciais do metabolismo energético para o

desenvolvimento radicular em Borreria latifolia
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O perfil protebmico de raizes na comparagao 0/750 pM Al reforgca a
essencialidade deste metal na regulagdo molecular para o desenvolvimento de
Borreria latifolia. O armazenamento de energia, o crescimento e as respostas da
planta ao estresse séo sustentados pelos carboidratos produzidos pela fotossintese.
A glicdlise e a gliconeogénese sao vias catabdlicas centrais na produgao de energia,
biossintese e adaptagcdo a mudangas do meio. Na glicélise, ocorre degradacao de
sacarose e de outros carboidratos para gerar ATP, fornecendo piruvato ao ciclo TCA
(Zheng et al., 2025). A gliconeogénese por outro lado, sintetiza agucares a partir de
acidos organicos, aminoacidos e lipideos (Walker et al., 2021). O ciclo TCA é
fundamental para o metabolismo vegetal, fornecendo energia e esqueletos de carbono
para a biossintese, regulando o estresse e o desenvolvimento das plantas (Zhang et
al., 2023a).

A piruvato quinase (PK, AOAAV1CPL3), enzima chave na ultima etapa da
glicélise (Duan et al., 2025), foi abundante na presenca de Al. Conforme as analises
de topologia de rede, essa proteina apresentou elevado grau de conexdes e
coeficiente de agrupamento mediano. Esses resultados indicam a PK como uma das
proteinas centrais no metabolismo radicular de B. /atifolia, sugerindo um aumento na
capacidade glicolitica e, consequentemente, na producdo de energia (ATP)
demandada para o maior crescimento constatado na presenga de Al.

Além disso a PK conecta vias diversas, evidéncia do seu papel como enzima
regulatoria central, provavelmente, relacionada a adaptacdo da planta a elevadas
concentragcdes do metal. Em Arabidopsis thaliana, foram identificadas cinco isoformas
citosdlicas de PK, cada uma com padrdes de expressao especificos de acordo o tecido
e estagio de desenvolvimento (Wulfert et al., 2020). A diversidade e conservagao
evolutiva das isoformas de PK em plantas (Chen et al., 2025) levantam a hipotese que
adaptagdes antigas foram mantidas para permitir flexibilidade metabdlica. Assim, a
planta modula o fluxo de carboidratos dependendo das necessidades, diante de
diferentes desafios ambientais.

Adicionalmente, a analise de topologia de rede mostrou que as proteinas
citrato sintase (CS, AOAAV1C2S8) e succinato desidrogenase (SDH, AOAAV1IDWR2 e
AOAAV1DS77) ativadas na presenga continua de Al, apresentaram altissimo grau de
conexdes. Desta forma, CS e SDH sao destacadas como proteinas essenciais para a
funcao celular das raizes de B. latifolia. A analise de coeficiente de agrupamento,

indicou valores intermediarios, ressaltando o potencial dessas proteinas na resposta
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bioldgica adaptativa da planta as condigdes de solo acido. A maior abundancia de CS
e SDH aponta para um metabolismo respiratério altamente ativo (Zhang et al., 2023a),
constatado pelo crescimento das plantas e pela robustez do sistema antioxidante
enzimatico. Portanto, na presenca de Al, B. /atifolia possui uma capacidade acentuada
de gerar energia (ATP). Dessa forma, a planta é capaz de sustentar processos de
crescimento intenso e responder eficazmente a estresses ambientais (Zhang et al.,
2023b), regulando a producédo de ROS e mantendo o balango energético.

A forte conexdo entre PK, CS e SDH demonstra que essas proteinas centrais
desempenham papéis regulatorios importantes na presenca de Al. A homeostase
celular depende da regulacdo dessas proteinas (Le and Millar, 2023).
Consequentemente, o fluxo metabdlico do TCA é crucial para a producdo de
biomoléculas necessarias na produgéo de energia e sintese de macromoléculas como
polipeptidios, lipideos e nucleotideos, essenciais para a sobrevivéncia da planta

Além do TCA a biossintese de aminoacidos e metabdlitos secundarios foram
vias responsivas ao Al. As plantas ajustam a biossintese de aminoacidos como parte
de seus mecanismos de defesa (Feduraev et al., 2020). Além da sintese de proteinas,
uma vasta gama de metabdlitos secundarios cruciais para o crescimento e
aclimatacéao das plantas sdo produzidos a partir de aminoacidos aromaticos
sintetizados pela via do chiquimato (Zagoskina et al.,, 2023). Os metabdlitos
secundarios conferem protegdo antioxidante aos tecidos vegetais, para que estes
desempenhem suas fungdes fisioldgicas mesmo quando a produgéo de ROS se torna
significativa.

As proteinas ribossomais (RPs) ativadas na auséncia de Al, apresentaram grau
de conexdo mediano e altissimo coeficiente de agrupamento, o que denota um
complexo proteico coeso. Possivelmente, essas RPs estdo envolvidas na tradugéo de
proteinas para a planta lidar com o estresse pela falta do metal. O acumulo de RPs é
um fator que pode ter contribuido para a maior concentragao de prolina em B. /atifolia
no cultivo sem Al. As RPs s&o agentes multifuncionais, ndo apenas formando o nucleo
estrutural dos ribossomos para a sintese proteica, mas também participando de
processos translacionais adicionais, regulando o desenvolvimento durante a
aclimatagéo a condigdes adversas (Cheong et al., 2021; Reiter et al., 2020). Além
disso, essas proteinas interagem com fitormdnios e regulam a tradugéo dinamica de

proteinas importantes na modulagéo das respostas ao estresse (Yu et al., 2020).
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Em suma, o perfil protebmico de B. latifolia revelou proteinas exclusivas
moduladas pelo Al, essenciais para a biossintese de parede celular, controle do ciclo
celular, crescimento de pelos radiculares e protecdo contra estresses. Além disso, o
Al regulou positivamente o acumulo de proteinas centrais da glicolise e do ciclo TCA,
envolvidas no metabolismo de carbono das plantas. Consequentemente, o terceiro
critério para essencialidade é satisfeito. O Al participa da nutricdo de B. /atifolia através
da regulagéo positiva do metabolismo energético e de carboidratos, representado pelo
maior acumulo de sacarose. As vias de defesa enriquecidas pelo metal, como
biossintese de metabdlitos secundarios e da proteina SDH, conferem maior resiliéncia
enddégena as plantas em condigcbes estressantes. Por fim, as proteinas exclusivas
envolvidas no crescimento e desenvolvimento radicular, demonstram o carater

indispensavel do metal.
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5 CONCLUSAO

Este estudo fornece evidéncias morfoanatdomicas, fisiologicas e bioquimicas
que comprovam o carater indispensavel do aluminio (Al) para o desenvolvimento de
Borreria latifolia, uma herbacea do Cerrado brasileiro. Além disso, pela primeira vez
apresentamos o perfil protebmico dessa espécie, sustentando a hipdtese da
essencialidade desse metal para a ativacdo de vias metabdlicas cruciais para o
crescimento e desenvolvimento dessa espécie.

Na auséncia do Al ocorre a morte dos meristemas apicais caulinares,
prejudicando o crescimento vegetal e assim a planta ndo completa seu ciclo de vida.
Nenhum elemento tradicionalmente considerado essencial, presente na solucao
nutritiva foi capaz de reproduzir o desempenho fotossintético e a robustez antioxidante
observada nas plantas cultivadas com Al. Pelo contrario, a auséncia de Al
desencadeia mecanismos comuns de condi¢gdes estressantes, como alteragéo nos
niveis de sacarose, formacdo de ROS, peroxidagao lipidica e aumento no conteudo
de DNA.

Todavia, a presenca do Al modula a abundancia de varias proteinas essenciais
para a estrutura e homeostase celular das plantas. Além disso, o Al regula
positivamente proteinas envolvidas no metabolismo energético e de carboidratos,
através de enzimas chaves do ciclo da glicdlise e do TCA, bem como aquelas das vias
de biossintese de aminoacidos e de metabdlitos secundarios e proteinas ribossomais.
O alto grau de conexdes nas redes de interacao proteina-proteina, reforcam o papel-
chave da ativagao das enzimas PK, CS e SDH nas raizes de B. /atifolia na presenca
de Al. Nossa hipétese é sustentada pelas analises de topologia de rede, na quais,
essas proteinas aparecem como proteinas centrais, portanto, sdo essenciais para a
funcao celular. Adicionalmente, as proteinas PK, CS e SDH apresentaram valores
intermediarios de agrupamento, indicando fun¢des de sinalizagdo ou aclimatativas.

Por fim, através de abordagens multidisciplinares demonstramos que o Al
atende a todos os critérios de essencialidade para Borreria latifolia. Esses achados
destacam a importancia da conservacdo do Cerrado, cuja biodiversidade engloba

espécies vegetais de mecanismos adaptativos unicos.
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TABELAS E FIGURAS

750 pM Al

750—0 uM Al

Figura 1 - Efeito do Al sobre a morfologia radicular de Borreria latifolia. Plantas foram
cultivadas em solucao nutritiva pH 4,5: 20 dias na auséncia de Al (a), 20 dias na
presenca de 750 uyM de Al (b), 20 dias na auséncia de Al + 37 dias de adi¢ao de 750
MM de Al (total 57 dias) (c) 20 dias de presenca de 750 uM de Al + 37 dias de auséncia
do metal (total 57 dias) (d). DAI: dias ap6s a implementagéo. Barras: 5 cm, 0,5 cm
(Detalhes).
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750 uM Al

Figura 2 - Efeito do Al sobre a morfologia da parte aérea e do meristema apical
caulinar de Borreria latifolia. Espécimes cultivados em hidroponia com presenca ou
auséncia de Al conforme descrito na legenda da figura 1. Parte aérea e apice
caulinares aos 20 (a e b) e aos 57 dias (c e d). DAI: dias apés a implementacao.
Barras: 4,5 cm, 1,5 (Detalhes).



2550
2551
2552
2553
2554
2555
2556
2557
2558
2559

109

b)
< 0.05
>
[}
©
< 0.03 - a =
> T
=2 I ab
o b
O 0.02
x
/ 1 "8'
0—750 750 @ 0.00 -
0 0-750 750 7500
Al supply (UM)
Al supply (UM)
d)
- a
1% I a
by b
150-03
2
14
0 0.02
0—750 50  750—0 [
& 0.00 |
Al supply (uM) 0 0-750 750  750-0

Al supply (UM)

Figura 3 - Fendtipos de Borreria latifolia e taxa de crescimento relativo da raiz e da
planta inteira. Plantas coletadas em solos acidos foram aclimatadas e transferidas
para solugdo nutritiva com: auséncia continua de Al durante 57 dias (0 uM Al);
presenca continua de Al durante 57 dias (750 uM Al); auséncia de Al por 20 dias +
adicdo do metal por mais 37 dias (0—750 uM Al) e presenga de Al por 20 dias +
privagdo do metal por mais 37 dias (750—0 pM Al). Fendtipos do sistema radicular
(a). Taxa de crescimento relativo (RGR) da raiz (b). Fendtipos da parte aérea (c). RGR
da planta inteira (d). Os dados sao médias com desvio padrao representado pelas
barras verticais (n= 5 plantas). Letras diferentes indicam diferencas significativas pelo

teste de Tukey (p<0,05). Barras: 4 cm
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Figura 4 - Localizacdo do Al pelo corante hematoxilina em apices radiculares de
Borreria latifolia e concentracdo de Al nos 6rgaos vegetativos. Plantas coletadas e
tratadas conforme descrito na legenda da figura 3. Coloragao do Al pelo corante
hematoxilina, a cor azul indica reagao positiva para a presenga do metal (a). Boxplot
da concentragao de Al nas raizes (b), caule (c) e folhas (d) de plantas tratadas com a
presenca e, ou auséncia de Al. Diferentes letras significam diferengas entre os
tratamentos de acordo o teste de Dunn (p<0,05). DAI: dias apds a implementacéo.

Barra = 0,25 cm
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Figura 5 - Estado nutricional de macronutrientes em Borreria latifolia. Boxplot das
concentragdes de nitrogénio (a, b), fosforo (c, d, e), potassio (f, g, h), calcio (i, j, k),
magnésio (I, m, n) e enxofre (o, p, q) em raizes, caule e folhas. Plantas coletadas e
tratadas conforme descrito na legenda da figura 3. Diferentes letras significam

diferengas entre os tratamentos de acordo o teste de Dunn (p<0,05). (n= 4 plantas)
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Figura 6 - Estado nutricional de micronutrientes em Borreria latifolia. Boxplot das
concentragdes de cobre (a, b, c), ferro (d, e, f) zinco (g, h, i), manganés (j, k, |) e boro
(m, n, 0) em raizes, caule e folhas. Plantas coletadas e tratadas conforme descrito na
legenda da figura 3. Diferentes letras significam diferengas entre os tratamentos de

acordo o teste de Dunn (p<0,05). (n= 4 plantas)
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Figura 7 - Analise anatémica dos apices caulinares de plantas de Borreria latifolia,
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cultivadas em diferentes tratamentos suplementados ou ndo com aluminio (Al). Apices
caulinares em estereomicroscépio (a, d, g, k) - a despigmentagado dos fragmentos é
consequéncia do processo de fixagdo. Demais imagens- secgdes longitudinais.
Coloracdao com Azul de toluidina (b, e, h, i), deteccdo de compostos fendlicos (cor

marrom) com Cloreto Férrico (j), detecgcao de aluminio (cor azul) com Chrome Azurol’'S



2584
2585
2586
2587
2588
2589
2590
2591
2592
2593
2594
2595
2596
2597
2598
2599
2600
2601
2602
2603
2604
2605
2606
2607
2608
2609

114

(c, c1, f, I, m, n, n2). Apice integro de plantas cultivadas em 750uM Al (a) com
promeristema, primérdios foliares e coléteres bem formados e desenvolvidos (b). Al
detectado em todas as células meristematicas (c), nucleos (c1) e coléteres em fase
de secrecédo, confirmada pela detecgdo de mucilagem (c2). Alteragdes morfoldgicas
no apice caulinar apoés restricado de Al no cultivo (750 — 0 yM Al) (d). Necroses, ma
formagao dos tecidos e padrao anormal de divisdo celular na regidao meristematica do
apice caulinar (circulo com tracejado vermelho) (e). Al detectado nos nucleos (m).
Apice com regido escurecida indicando morte da regido meristematica, folhas
necrosadas e em processo de necrose de plantas cultivadas na auséncia de Al (OuM
Al) (9). Estipulas danificadas e regido meristematica necrosada sem diferenciacédo das
camadas do promeristema (h). Coléter estipular deformado (i). Deteccdo de
compostos fendlicos nas regiées colapsadas (j). Apice sem sinais de deformacéo,
provenientes de ramos saudaveis originados apés a suplementacao de Al (0 — 750
MM) (k). Al detectado na parece celular e nucleo do promeristema e células dos tecidos
adjacentes (I). Presenca de Al nos primérdios foliares e camadas da tunica (L1 e L2)
e do corpo (L3) integros (m). Coléter em fase de secrecéo sem alteragdes (n). Rafides
no eixo parenquimatico com mucilagem evidenciada pelo Vermelho de Ruténio (g1) e
Al (g2). Abreviagodes: ci — idioblasto cristalifero, L1 e L2 — camadas de células da
tunica, L3 — camada de célula do corpo, Ip — primérdio foliar, ne — necrose, nl — folha
necrosada, pb — procambio, pi—medula, pr— promeristema, ra — rafide, se — epiderme
secretora, st — estipula, * - coléter, seta branca — necrose na regido meristematica do
apice, seta preta — aluminio no nucleo, circulo com tracejado vermelho — regiao
meristematica do apice com padrdao anormal de divisao celular, linha tracejada preta
— camadas de procambio, cabeca de seta branca — drusa, cabeca de seta vermelha —
secrecgao dos coléteres . Barras de escalas: 2mm (a, d, g, k), 50 ym (c2, i, m, n1, n2),
150 uym (b,c,e,f, h,j,I,n).
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Figura 8 - Efeito do Al sobre as trocas gasosas de Borreria latifolia. Plantas coletadas
e tratadas conforme descrito na legenda da figura 3. Taxa de assimilagao liquida de
CO; (a, b, c, d), condutancia estomatica (e, f, g, h), concentragéo interna de CO2 (i, j,
k, 1), taxa de transporte de elétrons (m, n, o, p). Os dados sdao médias com desvio
padrdo representado pelas barras verticais (n= 4 plantas). Letras maiusculas se
referem a diferencas dentro de um tratamento ao longo do tempo de avaliagao; letras
minusculas representam diferengas entre os tratamentos para um mesmo tempo pelo
teste de Tukey (p<0,05). An: taxa de assimilagao liquida de CO2. gs: condutancia
estomatica. Ci: concentracgao interna de CO2. ETR: taxa de transporte de elétrons.

DAI: dias apds a implementacéo.
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Figura 9 - Efeito do Al sobre o status hidrico de Borreria latifolia. Transpiragéo (E) (a,

b, ¢, d), eficiéncia no uso da agua (WUE) (e, f, g, h) e conteudo relativo de agua (RWC)

(i) das plantas coletadas e tratadas conforme descrito na legenda da figura 3. E e

WUE foram medidos aos 20, 21, 28 e 57 dias de experimento, e RWC apenas aos 57

dias. Os dados sdo médias com desvio padrao representado pelas barras verticais. E

e WUE (n= 4 plantas), RWC (n= 3 plantas). Letras maiusculas referem a diferengas

dentro de um tratamento ao longo do tempo de avaliagdo,; letras minusculas

representam diferencas entre os tratamentos para um mesmo tempo pelo teste de

Tukey (p<0,05). E: Transpiragao. WUE: Eficiéncia no uso da agua. RWC: Teor Relativo

de Agua. DAI: dias apds a implementac3o.
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Figura 10 - Peroxidacdo lipidica, espécies reativas de oxigénio e respostas

antioxidantes de Borreria latifolia. Concentragao de malondialdeido (a, b), peréxido de

hidrogénio (c, d) e radical anion superoxido (e, f), atividade da superoxido dismutase
(SOD)(g, h), catalase (CAT) (i, j), peroxidase total (POX) (k, |) e ascorbato peroxidase

(APX) (m, n) em raizes e folhas. Plantas coletadas e tratadas conforme descrito na

legenda da figura 3. Os dados sdo médias com desvio padrao representado pelas

barras verticais (n= 5 plantas). Letras maiusculas referem a diferengas entre 6rgaos

dentro de um mesmo tratamento; letras minusculas representam diferencas entre os

tratamentos pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 11 - Metabdlitos primarios e compostos fendlicos. Concentragao de prolina (a,
b), aminoacidos (c, d), proteinas totais (d, €), malato (g, h), fumarato (i, j), fenadis (k, I),
glicose (m, n), frutose (o, p), sacarose (q, r) e amido (s, t) em raizes e folhas de Borreria
latifolia. Plantas coletadas e tratadas conforme descrito na legenda da figura 3.

Médias dos valores originais (colunas) com desvio padrao representado pelas barras
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verticais (n= 5 plantas). Estatistica (letras) calculada com dados transformados por
BoxCox. Letras maiusculas se referem a diferengas entre érgaos dentro de um mesmo
tratamento; letras minusculas representam diferengas entre os tratamentos em cada

orgao pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 12 - Nivel de ploidia de DNA e indice de endociclos. Propor¢céo de nucleos
para cada nivel de ploidia de DNA e indice de endociclos do meristema apical radicular
(a, c) e de folhas jovens (b, d) de Borreria latifolia. Espécimes coletados e tratados
conforme descrito na legenda da Fig. 3 Nos graficos de endociclo (c, d) os dados sao
médias com desvio padréo representado pelas barras verticais (n= 4 plantas).
Conteudo relativo de DNA expresso em unidades universais (C). Letras maiusculas
se referem a diferengas entre érgdos dentro de um mesmo tratamento; letras
minusculas representam diferencas entre os tratamentos pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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Figura 13 - Diagrama de Venn. Sobreposi¢cdo das proteinas diferencialmente
acumuladas nas raizes (a) e folhas (b) de Borreria latifolia cultivada em hidroponia na
auséncia (0 yM) ou presenca (750 uM) de Al por 57 dias, ou por 20 dias seguidos de
adi¢ao (0 — 750 pM) ou privagao (750 — 0 uM) de Al. Todos os contrastes foram feitos

em relagdo a presenga continua de Al (750 uM). (n=3 plantas)
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diferencialmente acumuladas nas raizes (a, c, e) e folhas (b, d, f) de Borreria latifolia

cultivada em hidroponia na auséncia (0 uM) ou presenga (750 uM) de Al por 57 dias,
ou por 20 dias seguidos de adigao (0 — 750 uM) ou privagao (750 — 0 uM) de Al.

Dotplot das vias metabdlicas mais enriquecidas. Foram utilizados ortélogos de Coffea

canephora para analise de enriquecimento.
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2668 Tabela 1 - Proteinas unicas acumuladas em Borreria latifolia cultivada por 57 dias em
2669  solugao nutritiva suplementada com 750 yM Al, nas trés condigbes de comparagao:
2670 auséncia continua de Al durante 57 dias (0 uM Al), auséncia de Al por 20 dias + adigéo
2671 do metal por mais 37 dias (0 — 750 yM Al) e presencga de Al por 20 dias + privagéo do
2672 metal por mais 37 dias (750 — 0 uM Al).

Annotation of Orthologs
Protein ID of Coffea Tissue Biological Function
O. corymbosa
canephora
UDP- UDP- Precursor for cell wall
AOAAV1DSF3  arabinopyranose arabinopyranose Root components, regulation of
mutase mutase UDP-sugar pools.
AOAAV1D057 OLC1v1038508C1 U”"T)?;fgitﬁ”zed Root GTPase activity.

Ras-related protein

AOAAV1BW73 OLC1v1021404C1 RABA1f Root GTPase activity.
AOAAVIECK9 OLC1v1018819C1 U”Chsrﬁgtiﬁ”zed Root GTPase activity.
4-hydroxy-4- 4-hydroxy-4-
AOAAV1BYA9 methyl-2- methyl-2- Root  Regulation of RNA metabolic
oxoglutarate oxoglutarate process
aldolase aldolase
Chaperonin ATP binding, ATP-dependent
AOAAV1DJH6 OLC1v1006851C1 CPN60-2, Root protein folding chaperone and
mitochondrial protein refolding.
Uncharacterized Glutathione transferase

AOAAV1IDWZ4 OLC1v1012795C1 rotein Leaf activity, translation elongation
P factor activity.

AOAAVIDOMg OLC1v1038319C1  EF-hand domain- Calcium ion binding.
(Fragment) containing protein

Autophagosome maturation,
Cell division cycle mitotic spindle disassembly
. Leaf .
protein 48 homolog and retrograde protein
transport, ER to cytosol

AOAAV1CMES OLC1v1032989C1

AAA+ ATPase
AOAAV1CFJ6 OLC1v1025179C1 domain-containing  Leaf
protein

Protein import into chloroplast
stroma and proteolysis
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KEGG ENRICHMENT (p< 0.01) .

Biosynthesis of — Biosynthesis of

secundary amino acids
metabolites @
TCAcycle ibosome - ‘

®Down-acumulated
(750 uM Al-related)

®Unique 750 pM Al
®Unique 0 pM Al

Up-acumulated
(0 UM -related)

Figura 15 - Rede de interagdo proteina-proteina (PPIl) das DAPs radiculares de
Borreria latifolia cultivada em hidroponia na auséncia (0 uM) ou presenca (750 uM) de
Al por 57 dias. Interagdes entre potenciais alvos e as vias biolégicas (KEGG). Cada
noé (circulos) representa um tipo de proteina. As arestas (linhas entre dois nés) indicam

a presenca de interacao.
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a)
e\
de = . Clustering coefficient
2673 Figura 16 - Grau de conectividade (a) e Coeficiente de Agrupamento (b) dentro da
2674 rede de interagdo proteina-proteina de raizes de Borreria latifolia cultivada em
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2675 hidroponia na auséncia (0 uM) ou presenca (750 uM) de Al por 57 dias. Valores mais
2676  proximo do grau maximo (g = 32), indicam proteinas centrais (hubs). Valor maximo do

2677  coeficiente de agrupamento para um né = 1.
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2678 Figura 17 - Analise de Componentes Principais (PCA) para as variaveis significativas
2679 (p<0,05). PCA para as variaveis do sistema radicular (a) e das folhas (b) de Borreria
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latifolia cultivada conforme legenda descrita na figura 3. Pontos nos graficos:
repeticdes dos tratamentos. Elipses: regido de confianga (95%) dos tratamentos.
Direcdo das setas: indica para qual lado do grafico a variavel estd mais associada.
Comprimento das setas: importancia ou contribuigado da variavel para a separacao dos
tratamentos nos componentes principais. Angulo entre setas: correlacdo entre as
variaveis. RGR: Taxa de Crescimento Relativo. An: taxa de assimilagao liquida de COa.
gs: condutancia estomatica. ETR: taxa de transporte de elétrons. E: transpiragao.
WUE: eficiéncia do uso da agua. RWC: conteudo relativo de agua. SOD: superoxido
dismutase. CAT: catalase. POX: peroxidase. APX: peroxidase do ascorbato. MDA:

malondialdeido. H20:2: peroxido de hidrogénio. O, ":radical anion superéxido.
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Figura S1 - Pigmentos de Borreria latifolia cultivada na auséncia e, ou presenca de
Al. Concentragao de clorofila a (b), b (c), clorofila total (a+b) (d), relagao clorofila a/b

(e) e carotendides (f) nas folhas de Borreria latifolia coletada e tratada conforme

descrito na legenda da Fig. 1. Os dados sdo médias com desvio padrao representado

pelas barras verticais (n= 5 plantas).

Letras representam diferengas entre os

tratamentos pelo teste de Tukey (p<0,05). Folhas coletados no segundo no.
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Al supply
750—0 pM 750 uM

o) 0—750 pM 750 uM

-151050 05115 - -1 0 1
| T .. |

Figura S2 - Heatmap do padrdo das proteinas diferencialmente acumuladas nas
raizes (a, b, c) e folhas (d, e, f) de Borreria latifolia cultivada em hidroponia na auséncia
(0 uM) ou presenca (750 uM) de Al por 57 dias, ou por 20 dias seguidos de adi¢ao
(0—750 uM) ou privagao (750—0 uM) de Al. Todos os contrastes foram feitos em
relagdo a presenga continua de Al (750 uM). As trés faixas verticais em cada
tratamento se referem as réplicas bioldgicas. As barras de escala representam a
abundancia relativa, em que a cor azul representa menor abundancia e a cor vermelha

maior abundancia. Branco representa auséncia de alteragao proteica. (n=3 plantas)
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2704  Figura S3 - Analise de enriquecimento funcional da Gene Ontology dos 15 principais

2705
2706
2707
2708
2709

termos GO de proteinas diferencialmente acumuladas nas raizes (a, c, €) e folhas (b,
d, f) de Borreria latifolia cultivada em hidroponia na auséncia (0 uM) ou presencga (750
MM) de Al por 57 dias, ou por 20 dias seguidos de adi¢gao (0 — 750 uM) ou privagao
(750 — 0 pM) de Al. Dotplot de todos os 15 processos biolégicos mais enriquecidos.
Foram utilizadas ortélogos de Coffea canephora para analise de enriquecimento.
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2 CONCLUSAO GERAL

Pela primeira vez foi demonstrada a resposta de crescimento da herbacea
Borreria latifolia a concentragdes crescentes de Al. A concentragdo de 750 yM Al em
pH igual a 4.5 € a condicao ideal para o desenvolvimento das plantas em sistema de
hidroponia. B. latifolia depende do metal para a diferenciacdo e morfogénese dos
meristemas apicais radiculares e caulinares. Na auséncia do Al, a planta ndo completa
seu ciclo de vida, visto que os meristemas apicais sdo comprometidos. Nenhum
elemento essencial é capaz de substituir o papel do Al na maximizacao da fotossintese
e modulagao positiva das respostas antioxidantes. Outra contribuicdo inédita deste
trabalho é a analise do perfil proteémico de B. latifolia. Nossos resultados mostraram
que o Al é fundamental na regulagéo de proteinas exclusivas envolvidas na sintese
de parede, controle do ciclo celular, crescimento de pelos radiculares e defesa contra
estresses. Adicionalmente, na presencga de Al, proteinas centrais do metabolismo
energético sdo ativadas. Diante de todas as evidéncias relatadas, concluimos que o
Al € um elemento essencial para B. latifolia. Considerando que esta planta precisa do
Al para sobreviver, entendemos que seus mecanismos refinados de regulagcéo
molecular podem ser explorados para o melhoramento de culturas agricolas para

areas subdtimas, visando a expanséo da produgao em cultivos sustentaveis.



