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RESUMO 

 

VIANA, Ivan Becari, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2021. Ação do 
alumínio (Al) em Cococcypselum aureum (Rubiaceae), espécie do cerrado 
acumuladora de Al: uma abordagem morfofisiológica. Orientadora: Aristéa Alves 
Azevedo.  
 

 

Os efeitos do Al sobre espécies nativas acumuladoras de Al como Coccocypselum 

aureum (Rubiaceae), herbácea que cresce em solos do cerrado, ainda são pouco 

compreendidos.  Neste estudo foi avaliado os efeitos do Al sobre parâmetros 

morfológicos anatômicos, bioquímicos e fisiológicos de C. aurem a fim de verificar se 

o Al é um elemento benéfico para a espécie e  atua como estimulante no metabolismo 

primário e secundário. Indivíduos de C.aureum foram coletados em solo do cerrado e 

submetidos por 60 dias aos seguintes tratamentos em hidroponia: tratamento 1 sem 

Al por 60 dias; tratamento 2 sem Al durante 30 dias e 500 µM de Al por 30 dias 

subsequentes e tratamento 3 com 250 µM de Al nos primeiros 30 dias e 500 µM por 

mais 30 dias. No tratamento 1 após 60 dias de ausência de Al, as plantas de C. aureum 

apresentaram nas folhas cloroses e necroses, e na raiz, região do meristema apical, 

células com citoplasma e núcleo pouco densos o que esteve relacionado a elevada 

concentração de Zn nesse órgão. Plantas do tratamento 2 exibiram nos primeiros 30 

dias a ocorrência de necroses e cloroses foliares, porém após a adição de Al nos 30 

dias subsequentes houve uma total recuperação da parte aérea, além de um maior 

crescimento radicular. Em plantas do tratamento 3 após 60 dias, foram verificados os 

menores teores nutricionais, o menor crescimento radicular e produção de folhas, 

porém ainda assim, com aspecto morfológico sadio. No mesmo período de tempo, um 

destacamento de células semelhantes a células de borda próximo a região apical foi 

observado em ambos tratamentos com Al. Houve acúmulo do metal na epiderme 

(exceto folha), tecidos fundamentais e células do floema na raiz, caule e folha. 

Adicionalmente, acúmulo de Al também foi registrado em coléteres. Nas análises 

bioquímicas e fisiológicas, realizadas para os tratamentos 1 e 2, foi verificado que 

após 30 dias da adição de Al, as plantas do tratamento 2 apresentaram maior teor de 

clorofila a e b, maior taxa de fotossíntese, condutância estomática, transpiração e as 

maiores concentrações de glicose, frutose, amido na raiz e de proteínas na raiz e na 

folha. Apenas a concentração de sacarose foi superior na folha na ausência de Al. 



 

 

 

 

Ainda no tratamento 2 houve maior eficiência fotoquímica do PSII em 24, 48 h e 30 

dias, após adição de Al, e um incremento significativo na taxa de transporte de elétrons 

em 48h e, em especial, aos 30 dias. Neste mesmo período, plantas do tratamento 2 

também apresentaram maior produção de compostos fenólicos na raiz e na folha, 

sendo que na folha ocorreu uma sobreposição dos sítios de acúmulo de Al com 

fenólicos e alcaloides.  Adicionalmente, na presença do metal aos 30 dias, houve 

aumento na abundância relativa de Al na raiz, no caule e na folha e de N, K, Mg e Fe 

na folha, de Fe e Cu no caule e P, S, Cu e Zn na raiz. Assim, concluímos que as 

plantas de C. aureum não se desenvolvem normalmente na ausência de Al e 

apresentam um desenvolvimento mais saudável na presença desse elemento, 

principalmente a folha, embora esse desenvolvimento tenha sido mais lento. Portanto, 

como já documentado para outras espécies acumuladoras de Al de diferentes famílias 

botânicas, o Al exerce uma ação benéfica sobre a espécie C. aureum. 
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ABSTRACT 

 

BECARI-VIANA, Ivan, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2021. Action of 
Aluminum (Al) on Cococcypselum aureum (Rubiaceae), a species from the Al-
accumulating cerrado: a morphophysiological approach. Advisor: Aristéa Alves 
Azevedo. 
 

 

The effects of aluminum (Al) on native species that accumulate this element, such as 

Coccocypselum aureum (Rubiaceae), an herbaceous plant that grows in Cerrado soils, 

are still poorly understood. This study evaluated the effects of Al on morphological, 

anatomical, biochemical and physiological parameters of C. aureum in order to verify 

if Al is a beneficial element for this species and acts as a stimulant in primary and 

secondary metabolismo. Individuals of C. aureum were collected in Cerrado soil and 

submitted to the following treatments in hydroponics for 60 days: treatment 1 - without 

Al for 60 days; treatment 2 - without Al for 30 days and with 500 µM of Al for the 

subsequent 30 days; and treatment 3 - with 250 µM of Al for 30 days and with 500 µM 

for the subsequent 30 days. In treatment 1, after 60 days of absence of Al, C. aureum 

plants presented chlorosis and necrosis in leaves and cells with low density cytoplasm 

and nucleus in the region of the apical meristem of the root. Plants of treatment 2 

exhibited, in the first 30 days, leaf necrosis and chlorosis, but after the addition of Al 

during the subsequent 30 days there was full recovery of this symptomatology, in 

addition to greater root growth. Treatment 3 plants, after 60 days, had the lowest 

nutritional levels, lowest root growth and lowest leaf production, which presented a 

healthy morphology appearance. A detachment of cells, similar to border cells, near 

the apical region of the root was observed in both Al treatments. There was an 

accumulation of metal in the epidermis (except leaf), fundamental tissues and phloem 

cells in the root, stem and leaf, as well as in colleters. Biochemical and physiological 

analyses carried out for treatments 1 and 2 revealed that, 30 days after the addition of 

Al, plants in treatment 2 had higher chlorophyll a and b content; higher photosynthesis 

rate, stomatal conductance and transpiration; and higher concentrations glucose, 

fructose and starch in the root and protein in root and leaf. Only the concentration of 

sucrose was higher, and only in the leaf, in the absence of Al. Also in treatment 2, there 

was higher photochemical efficiency of PSII at 24, 48 h and 30 days after Al addition, 

and a significant increase in the rate of electron transport at 48h and, in particular, at 



 

 

 

 

30 days. In the same period, plants from treatment 2 also showed higher production of 

phenolic compounds in root and leaf, and there was an overlap of Al accumulation 

sites with phenolics and alkaloids in the leaf. Additionally, in the presence of Al for 30 

days, there was an increase in the relative abundance of Al in root, stem and leaf and 

of N, K, Mg and Fe in leaf, Fe and Cu in stem and P, S, Cu and Zn in root. Thus, we 

conclude that C. aureum plants do not develop normally in the absence of Al and have 

healthier development in the presence of this element, especially the leaf, although 

this development was slower. Therefore, as has been documented for Al-accumulating 

species from different botanical families, Al exerts a beneficial action on the species C. 

aureum. 
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Introução geral 

O alumínio (Al) é um elemento metálico e corresponde a 7% da massa da crosta terrestre 

(Brunner e Sperisen, 2013; Singh et al., 2017). É o terceiro elemento em termos de abundância, 

atrás apenas do oxigênio e do silício (Sade et al., 2016). Como constituinte dos solos minerais, 

sua presença pode ser notificada em diferentes formas de vida (Poschenrieder, 2008), sendo 

que, no entanto, nenhuma função biológica foi atribuída a esse elemento (Schmitt et al., 2016). 

A maior parte do Al no solo está fixado em minerais ou ligado à superfície de partículas como 

óxidos e aluminos silicatos (Grevenstuk e Romano, 2013), porém em solos ácidos (pH abaixo 

de 5,0) o elemento passa por um processo de solubilização havendo a liberação de cátions 

trivalentes (Al3+), forma fitotóxica para grande maioria das plantas. Solos ácidos e com alta 

concentração de Al3+ possuem uma ampla distribuição mundial em regiões tropicais e 

subtropicais (Brunner e Sperisen, 2013). 

Além dos solos naturalmente ácidos, nos últimos anos em todo o mundo o intensivo uso 

de fertilizantes por setores da produção agrícola e a ocorrência de chuvas ácidas, dada a maior 

liberação de gases tóxicos na atmosfera, têm contribuído para a intensificação de processos de 

acidificação (Singh et al., 2017). A solubilização da forma tóxica Al3+ para a solução do solo, 

mesmo que em baixa concentração, é o suficiente para promover o comprometimento de várias 

funções fisiológicas e metabólicas das plantas (Grevenstuk e Romano, 2013; Singh et al., 2017) 

e reduzir a produtividade das culturas. 

Devido ao contato direto com solo, a raiz é o órgão vegetal que apresenta os primeiros 

e maiores efeitos tóxicos provocados pelo Al (Kopittke et al., 2008). Dentre esses efeitos podem 

ser destacados a redução do crescimento com a inibição da formação de raízes laterais e pelos 

radiculares, atrofia, alteração de cor e engrossamento (Kochian et al., 2004; Doncheva et al., 

2005). O Al também interfere na absorção ou transporte de diferentes nutrientes como Ca, K, 

P, Mg, Fe e N (Silva et al., 2010; Bityutskii et al., 2017; Zhao e Shen, 2018), além de promover 

um aumento da produção de mucilagem por células da borda (Cai et al., 2011; Okamoto e Yano, 

2017).   Na parte aérea, a principal sintomatologia da fitoxidade do Al consiste em deficiência 

nutricional, clorose e necrose foliar, redução da abertura estomática, da respiração e da taxa 

fotossintética com consequente perda de biomassa (Nunes-Nesi et al., 2014).  Além disso, o Al 

induz aumento dos níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS), da peroxidação de 

fosfolipídeos (Ezaki et al., 2000; Yamamoto et al., 2002; Wang e Yang, 2005), das enzimas do 

sistema antioxidativo, dos ácidos orgânicos, dos compostos fenólicos, dentre outros 

(Matsumoto e Motoda, 2012; Ezaki et al., 2013).  
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Os mecanismos de resistência ao Al são variáveis entre as espécies e podem ser 

classificados como mecanismos de exclusão, presente em espécies exclusoras e mecanismos de 

tolerância em espécies acumuladoras (Brunner e Sperisen, 2013; Kochian et al., 2015). Através 

dos mecanismos de exclusão, a planta impede que o Al entre no apoplasto e simplasto do 

sistema radicular (Grevenstuk e Romano, 2013; Kochian et al., 2015). Esses mecanismos 

envolvem principalmente a liberação de ácidos orgânicos e compostos fenólicos para a 

rizosfera. Mecanismos de tolerância, por sua vez, são ativados com a entrada de Al na planta e 

envolvem a desintoxicação e sequestro do elemento através da complexação com ácidos 

orgânicos, proteínas, fenólicos e outros ligantes orgânicos e seu armazenamento no vacúolo ou 

na parede celular (Grevenstuk e Romano, 2013; Kochian et al., 2015). A complexação do Al 

com ácidos orgânicos, principalmente malato, fumarato e citrato, tem sido descrita como um 

mecanismo comum entre espécies agricultáveis, sendo ainda, pouco entendido e estudado entre 

espécies nativas. Além dos ácidos orgânicos, a complexação do Al com compostos fenólicos, 

como as catequinas, tem sido apontada como um importante mecanismo de tolerância ao Al 

(Nagata et al., 1992; Grevenstuk e Romano, 2013; Zhang et al., 2016). 

Embora o Al seja fitotóxico para a maioria das plantas e responsável pela geração de 

diversos distúrbios no corpo dos vegetais, esse elemento tem sido considerado benéfico para 

algumas espécies, especialmente nativas de solos ácidos (Bojórquez-Quintal et al., 2017; 

Muhammad et al., 2019).  O estímulo do crescimento da raiz e parte aérea tem sido observado 

entre espécies nativas quando submetidas a baixas concentrações do elemento, assim como a 

melhoria da absorção de alguns nutrientes tais como nitrogênio, fósforo, potássio e magnésio 

(Bojórquez-Quintal et al., 2017).    Espécies acumuladoras de Al podem apresentar aumento da 

taxa fotossintética, produção de biomassa, bem como ativação de defesas antioxidativas, além 

de maior tolerância aos ataques de herbívoros e patógenos (Watanabe et al., 2006; Hajiboland 

et al., 2013; Kaur et al., 2016; Liu et al., 2020). 

Espécies nativas ou ocorrentes no domínio do cerrado, domínio da área central do Brasil, 

conseguem prosperar em solos ácidos e com alta disponibilidade de Al (Haridasan, 1988; 

Andrade et al., 2011; Malta et al., 2016). A vegetação do cerrado é diversa, especialmente no 

estrato herbáceo, e encontra-se adaptada a condição de altas concentrações de Al disponível, 

seja por mecanismos de exclusão ou de acúmulo, ou ambos. Em se tratando de espécies 

acumuladoras, ainda é desconhecido se o Al atua como benéfico para as espécies desse 

ambiente. Foi demonstrado que Miconia albicans (Melastomataceae) e Vochysia thyrsoidea 

(Vochysiaceae), ambas do cerrado, apresentam inibição do crescimento da parte aérea na 
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ausência de Al e estímulo do crescimento na presença do mesmo (Haridasan, 1988). Em linhas 

gerais, há um desconhecimento sobre a influência do Al no desenvolvimento de plantas nativas 

ou ocorrentes no cerrado, em particular entre plantas herbáceas, dado que a maioria dos estudos 

têm contemplado espécies arbóreas. Rubiaceae é uma das famílias mais representativas do 

estrato herbáceo (Chaves et al., 2012; Paro, 2013) e possui espécies tipicamente acumuladoras 

de Al, principalmente espécies da subfamília Rubioideae (Jansen et al., 2002). Estudos do nosso 

grupo de pesquisa (dados não publicados) têm indicado que o Al é um elemento necessário para 

o desenvolvimento normal dos primórdios foliares em Borreria latifolia, Rubiaceae herbácea 

hiperacumuladora de Al ocorrente no cerrado, mas ainda pouco se conhece dos efeitos do Al 

para outras espécies da família. 

A investigação de mecanismos de resistência ao Al em plantas nativas encontra alguns 

desafios. Dentre eles, cabe destacar as limitações e dificuldades em pesquisas que envolvam 

estudo em campo principamente se o objetivo consiste em amostrar as raízes. Em razão disso, 

estudos em casa de vegetação utilizando técnicas de hidroponia são fundamentais, pois 

permitem com mais facilidade a coleta das raízes e a uma padronização das condições do 

ambiente. Adicionalmente, espécies nativas requerem condições nutricionais muito específicas 

e ainda pouco conhecidas. Assim, a seleção de espécies que se aclimatem ao cultivo em 

hidroponia é uma etapa fundamental para êxito em pesquisas com esse interesse.  

Coccocypselum aureum é uma espécie herbácea da família Rubiaceae (subfamília 

Rubioideae), de ciclo de vida anual, caracterizada morfologicamente pelos frutos de cor azul e 

por coléteres estipulares (Kuhlmann, 2018). É uma espécie acumuladora de Al (cerca 5 g.kg-1 

de Al nas folhas) que cresce em solos do cerrado brasileiro, principamente em áreas de cerrado 

sensu-stricto (Castro, 2013).  A subfamília Rubioideae é definida filogeneticamente como 

acumuladora de Al (Jansen et al., 2000, 2002). Com exceção de Coccocypselum guianensis, 

todas as 30 espécies estudadas do gênero são acumuladoras de Al (Jansen et al., 2000).   A 

evolução do acúmulo de Al nessa subfamília e em especial no gênero Coccocypselum coloca 

em discussão se o metal desempenha alguma função no seu desenvolvimento.  

Em nossos estudos preliminares, C. aureum  apresentou uma boa aclimatação em 

sistema hidropônico e um estímulo do crescimento na presença de Al, no entanto os 

mecanismos responsáveis pelo crescimento, bem como de resistência ao elemento ainda não 

foram elucidados. A subfamília Rubioideae a qual C. aureum pertence, além de tipicamente 

acumuladora de Al, produz diversos metabólitos secundários da classe dos alcaloides e 

compostos fenólicos (Martin e Nunez, 2015). No entanto, em espécies dessa subfamília, não 
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existe nenhuma associação do papel dos fenólicos e em especial dos alcaloides na resistência  

ao metal. 

Nesta pesquisa nós apresentamos os resultados obtidos com indivíduos de C. aureum 

submetidos em sistema hidropônico a condições de cultivo sem e com Al na solução nutritiva.  

Os resultados da pesquisa estão apresentados em dois capítulos: 

Capítulo 1: Alumínio: um elemento benéfico para Coccocypselum aureum (Rubiaceae)?   

Capítulo 2: Alumínio induz respostas fisiológicas benéficas na espécie do Cerrado 

Coccocypselum aureum (Rubiaceae) 

  No primeiro capítulo foi avaliado o efeito do Al sobre a morfonatomia e o crescimento 

de C. aureum e trabalhamos com a hipótese  de que o Al é um elemento benéfico para a espécie. 

No segundo capítulo caracterizamos alguns mecanismos fisiológicos e bioquímicos subjacentes 

aos efeitos do Al e trabalhamos com hipótese de que este elemento atua como estimulante no 

metabolismo primário e secundário de C. aureum. 

  Os objetivos específicos desta pesquisa foram:  

 Caracterizar os efeitos do Al sobre a morfologia e anatomia da raiz e parte aérea; 

 Avaliar os efeitos do Al sobre o crescimento da raiz e parte aérea; 

 Investigar ocorrência de morte celular na folha; 

 Identificar os sítios de acúmulo de Al nos tecidos da raiz, caule e folha; 

 Analisar a influência do Al sobre a nutrição mineral de macro e micronutrientes; 

 Analisar os efeitos do Al sobre as trocas gasosas e fluorescência da clorofila a, bem 

como dos pigmentos clorofila a e b; 

 Mensurar o efeito do Al sobre parâmetros bioquímicos tais como os teores de açúcares, 

amido e proteínas;  

 Quantificar compostos fenólicos e localizar seus sítios de acúmulo; 

 Localizar sítios de acúmulo de alcaloides. 
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CAPÍTULO 1 

Alumínio: um elemento benéfico para Coccocypselum aureum (Rubiaceae)?  

Resumo 

 Embora o alumínio (Al)  seja um elemento fitotóxico para muitas plantas, existe uma 

diversidade de espécies nativas, acumuladoras ou não de Al, que crescem em regiões de solos 

ácidos e com disponibilidade do metal. Os efeitos do Al sobre espécies nativas acumuladoras 

como Coccocypselum aureum (Rubiaceae), herbácea que cresce em solos do cerrado, ainda são 

pouco compreendidos. Indivíduos de C. aureum, coletados em solo de cerrado, foram 

cultivados em sistema de hidroponia na ausência de Al e em diferentes concentrações do 

elemento a fim de investigar a ação do Al sobre o desenvolvimento da espécie. Na ausência de 

Al plantas de C. aureum apresentaram cloroses e necroses foliares, havendo uma total 

recuperação da parte aérea e maior crescimento radicular quando o Al foi adicionado ao cultivo. 

Plantas que cresceram durante todo período experimental na presença de Al apresentaram os 

menores teores nutricionais, a menor produção de folhas e crescimento radicular, mas 

permaneceram com aspecto morfológico sadio. No tratamento sem Al o meristema apical 

radicular apresentou células com citoplasma e núcleo menos densos o que provavelmente está 

relacionado com a elevada concentração de Zn na raiz. Sugerimos que o Al possa aliviar 

possíveis efeitos tóxicos do Zn em C. aureum. Um destacamento de células semelhantes a 

células de borda próximo a região apical foi observado na presença de Al.  Os locais de acúmulo 

desse elemento foram epiderme (exceto folha), tecidos fundamentais e células do floema na 

raiz, caule e folha. Coléteres estão envolvidos no acúmulo e secreção de Al, o que indica a 

participação dessa estrutura secretora na tolerância ao metal. O desenvolvimento foliar normal 

de C. aureum na presença de Al pode estar relacionado a menor concentração de Ca na folha, 

indicando que a espécie seja calcífuga. Assim como relatado para outras espécies, C. aureum  

depende do Al para o desenvolvimento normal das folhas. Ressaltamos que análises 

bioquímicas e estudos ultraestruturais serão essenciais para melhor esclarecer a ação do Al em 

C. aureum. 

 

Palavras-chave: Cerrado, herbácea do cerrado, acúmulo de Al, coléteres 
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CHAPTER 1 

Aluminum: a beneficial element for Coccocypselum aureum (Rubiaceae)?  

Abstract 

Although aluminum (Al) is a phytotoxic element for many plants, there is a diversity of native 

species, Al-accumulating or not, which grow in regions with acidic soils and with high 

availability of the metal. The effects of Al on native herbaceous Al-accumulating species, such 

as Coccocypselum aureum (Rubiaceae), which grows in Cerrado soils, are still poorly 

understood. Individuals of C. aureum collected in Cerrado soil were cultivated in a hydroponics 

system in the absence of Al and in different concentrations of the element in order to investigate 

the action of this element on the development of the species. In the absence of Al, C. aureum 

plants showed chlorosis and leaf necrosis, with total shoot recovery and greater root growth 

when Al was added to the nutrient solution. Plants that grew during the entire experimental 

period in the presence of Al had the lowest nutritional content and the lowest leaf production 

and root growth, but still presented a healthy morphological appearance. In the treatment 

without Al, the root apical meristem showed cells with less dense cytoplasm and nucleus, which 

may be related to the high concentration of Zn in the root. We suggest that Al may alleviate 

possible toxic effects of Zn on C. aureum. A detachment of cells near the apical region of the 

root, similar to border cells, was observed in the presence of Al. The places of accumulation of 

Al were epidermis (except leaf), fundamental tissues and phloem cells in root, stem and leaves. 

Al was also detected in colleters, which must be involved in Al accumulation and secretion, 

indicating the participation of this secretory structure in metal tolerance. The normal leaf 

development of C. aureum in the presence of Al may be related to a lower concentration of Ca 

in the leaf, indicating that the species is a calcifuge. As reported for other species, C. aureum 

depends on Al for normal leaf development. We emphasize that biochemical analyses and 

ultrastructural studies will be essential to better clarify the action of Al on C. aureum. 

 

Keywords: Cerrado, herbaceous Cerrado species, Al accumulation, colleters 

 

 

 



20 

 

 

 

Introdução 

Em solos ácidos, o alumínio (Al) encontra-se na forma de cátion trivalente (Al3+) que é 

fitotóxica para a maioria das espécies vegetais (Grevenstuk e Romano, 2013; Bojórquez-

Quintal et al., 2017). Entretanto, muitas espécies de plantas nativas em diversas regiões 

subtropicais e tropicais, como as de cerrado, na porção central do Brasil, são resistentes ao Al3+ 

e conseguem prosperar bem em solos naturalmente ácidos e com elevados teores deste elemento 

(Haridasan, 2008; Pilon-Smits et al., 2009; Bojórquez-Quintal et al., 2017; Muhammad et al., 

2019). A resistência ao Al pode ocorrer através do acúmulo do elemento pelo vegetal, com a 

entrada do elemento no simplasto celular e a ativação de mecanismos de  tolerância, e ou, por 

meio da exclusão, quando a planta evita a entrada do Al no simplasto celular (Grevenstuk e 

Romano, 2013; Bojórquez-Quintal et al., 2017). Os dois mecanismos podem ocorrer 

simultaneamente (Ezaki et al., 2013). 

Entre as plantas que acumulam Al, as quais apresentam em seus tecidos concentrações  

superiores a 1000 mg/kg desse elemento na matéria seca (Chenery, 1948; Jansen et al., 2002), 

destacam-se espécies de diferentes famílias botânicas, incluindo vasculares com sementes como 

Rubiaceae, Melastomataceae, Vochysiaceae, Symplocaceae (Jansen et al., 2002) e vasculares 

sem sementes como Lycopodiaceae, Gleicheneaceae e Cyatheaceae (Campos et al.,2014; 

Olivares et al., 2009; Schmitt et al., 2017). Os mecanismos de tolerância predominantes em 

espécies acumuladoras envolvem processos como complexação do Al com ligantes orgânicos 

(ácidos orgânicos, compostos fenólicos, proteínas), além do sequestro e armazenamento deste 

metal no vacúolo ou na parede celular (Brunner e Sperisen, 2013; Grevenstuk e Romano, 2013; 

Kochian et al., 2015). A secreção do Al por tricomas glandulares também tem sido destacado 

como importante mecanismo de tolerância (Ezaki et al., 2013), mas ainda é desconhecido se 

outras estruturas secretoras, como coléteres, podem estar envolvidas nessa eliminação. A 

compreensão dos sítios de acúmulo, bem como os efeitos do Al na estrutura interna do corpo 

do vegetal, utilizando diferentes técnicas, têm auxiliado na compreensão dos mecanismos de 

resistência e ação do Al a nível celular (Bressan et al., 2016; Malta et al., 2016; Sun et al., 2020).  

Entretanto, essa abordagem necessita ser melhor explorada entre as espécies nativas. 

Embora a maioria das pesquisas aponte o lado vilão ou  a ação fitotóxica do Al, nos 

últimos anos, estudos têm demonstrado o seu  papel benéfico ou até mesmo essencial no 

crescimento e desenvolvimento de plantas (Bojórquez-Quintal et al., 2017; Muhammad et al., 

2019, Sun et al., 2020) sem contudo esclarecer a ação do metal,  em especial  nas acumuladoras 

de Al.  Espécies como Vochysia thyrsoidea e Miconia albicans quando cultivadas em solos sem 
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Al apresentam uma redução do crescimento com surgimento de cloroses e necroses foliares, 

porém após cultivo em solo  com Al as espécies retomam o crescimento sem a ocorrência de 

deficiências (Haridasan 1998, 2008). Esse mesmo comportamento foi também descrito para 

Melastoma malabathricum. Além disso, o Al aumenta nessa espécie o crescimento das raízes e 

da parte aérea e evita a toxicidade do ferro (Watanabe et al., 2006). Em plantas de chá, Camellia 

sinensis, o Al além de estimular o crescimento das raízes (Hajibolande  eta al., 2013), é 

considerado um elemento essencial para o desenvolvimento desse órgão, dado que na ausência 

de Al ocorre inibição da divisao celular e do crescimento da raiz ( Sun et al., 2020). Em espécies 

sensíveis a alta disponibilidade de Ca no solo, as chamadas calcífugas, o Al atua reduzindo os 

efeitos tóxicos da alta concentração de Ca (Souza et al. 2017; Souza et al. 2018). 

A ação fitotóxica do Al se deve principalmente a sua interferência na dinâmica de 

absorção e translocação de elementos minerais como P, Ca, S, K e Mg (Rahman et al., 2018). 

A redução de absorção ocorre devido a injúrias causadas na morfoanatomia da raiz como 

inibição da divisão e expansão celular e consequente atrofiamento (Kochian et al., 2004;  

Doncheva et  al.,  2005) e, ou, através da complexação do Al com elementos minerais ainda no 

solo, de modo a reduzir a sua disponibilidade para a planta (Sade et al., 2016).  Foi demonstrado, 

por exemplo, que o Al tende a se complexar com fósforo (P) tornando-o menos disponível para 

as plantas o que leva a uma severa limitação de crescimento (Chen et al., 2016).  De modo geral, 

os sintomas da fitotoxidade ao Al e de deficiência nutricional ocorrem primeiramente na raiz e  

posteriormente na parte aérea (Grevenstuk e Romano, 2013; Rahman et al., 2018). 

No Cerrado, domínio fitogeográfico predominante na área central do Brasil, há uma 

grande diversidade de plantas nativas que crescem sobre solos ácidos, pobre em nutrientes e 

com alta concentração de Al (Haridasan, 2008). Estudos realizados nesse domínio têm 

investigado mecanismos de tolerância ao Al em plantas arbóreas acumuladoras (Bressan et al., 

2016; Malta et al., 2016; Souza et al. 2017; Nogueira et al., 2019; Souza et al. 2018) sendo o 

estrato herbáceo, apesar de diverso, ainda pouco estudado. Herbáceas mais representativas do 

Cerrado brasileiro estão distribuídas nas famílias Poaceae, Asteraceae e Rubiaceae (Chaves et 

al., 2012; Paro, 2013). Rubiaceae se destaca como uma família com muitas espécies 

acumuladoras de Al, em especial a subfamília Rubioideae (Jansen et al., 2000, 2002).  

Coccocypselum aureum  (Rubiaceae) é uma espécie herbácea, de ciclo de vida anual, 

caracterizada morfologicamente por inflorescência séssil, folhas oval-lanceoladas ou 

lanceoladas, com base aguda ou arredondada (Costa et al., 2002). É uma espécie acumuladora 

de Al (cerca 5 g.kg-1 de Al nas folhas) que cresce em solos do cerrado brasileiro, principamente 
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em áreas de cerrado sensu-strictu (Castro, 2013). A subfamília Rubioideae é definida 

filogeneticamente como acumuladora de Al (Jansen et al., 2000, 2002). Com exceção de 

Coccocypselum guianensis, todas as 30 espécies estudadas do gênero são acumuladoras de Al 

(Jansen et al., 2000). A evolução do acúmulo de Al nessa subfamília e em especial no gênero 

Coccocypselum coloca em discussão se o metal desempenha alguma função no seu 

desenvolvimento. 

Testes preliminares realizado por nosso grupo de pesquisa com C. aureum (dados não 

publicados) mostraram que a espécie apresenta  seu desenvolvimento comprometido quando 

cultivada na ausência de Al. Neste estudo nós avaliamos o efeito do Al em C. aureum através 

de cultivo em hidroponia e trabalhamos com a hipótese  de que o Al é um elemento benéfico 

para a espécie ao atuar como um bioestimulante no crescimento e na manutenção da estrutura 

foliar e radicular.   

Material e métodos  

Material botânico, delineamento experimental e padronização de coleta 

O estudo foi realizado com plantas de Coccocypselum aureum (Spreng.) Cham. & 

Schltdl. provenientes do cerrado sensu strictu, sobre latossolo amarelo, da FLONA de 

Paraopeba no município de Paraopeba – MG (19°20’S e 44°20’W). O clima da região é do tipo 

AW segundo a classificação de Köeppen, com verão chuvoso e estação seca de abril a setembro 

(Tolentino, 2011). A FLONA mostra um gradiente solo-vegetação bem marcado, com 

fitofisionomias variando de savana (Cerrado sensu stricto), que ocorre em solos distróficos, a 

formação florestal (Cerradão) em solos mesotróficos e distróficos (Neri et al. 2007).  

Plantas de C.aureum com cerca de 15 pares de folhas foram coletadas no período do 

verão (janeiro 2019) e transferidas para saco plástico preto (volume de 2 L) contendo solo da 

própria área.  Em seguida, as plantas foram levadas para casa de vegetação para um período de 

aclimatação de 15 dias, no qual foram irrigadas com 50 ml de água destilada a cada dois dias. 

Após esse período, as raízes foram inicialmente lavadas em água destilada para retirada do solo 

e em seguida desinfestadas em solução de hipoclorito de sódio 5% durante 10 minutos. As 

plantas foram submetidas a três tratamentos, em cultivo hidropônico, por 60 dias: tratamento 

1(0) - sem Al; tratamento 2 (0 + 500) - sem Al durante 30 dias e 500 µM de Al nos 30 dias 

subsequentes; tratamento 3 (250 + 500) - 250 µM de Al nos primeiros 30 dias e 500 µM por 

mais 30 dias. Foi utilizada a solução nutritiva de Clark (1975), ½ força iônica, em recipientes 

plásticos pretos, capacidade de 3,8 L, envolvidos com papel alumínio. O Al foi fornecido na 

forma de AlCl3, o pH da solução mantido em 4,5 e a aeração constante, com renovação da 
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solução a cada 7 dias. Os experimentos foram desenvolvidos no verão (janeiro a março) sendo 

a unidade amostral um recipiente (3,8L) contendo uma planta de C. aureum. O delineamento 

experimental foi inteiramente casualizado, com cinco plantas por tratamento. 

Após 60 dias de cultivo hidropônico foram realizadas coletas de amostras para 

microscopia de luz, microscopia confocal, detecção de morte celular, extravasamento de 

eletrólitos e determinação dos sítios de acúmulo de órgãos/regiões crescidos sob efeito dos 

diferentes tratamentos. Para a quantificação química de Al e nutrientes na matéria seca foi 

utilizada a biomassa total das plantas. 

Caracterização visual e morfológica 

 A avaliação visual das plantas foi realizada diariamente e o registro fotográfico da morfologia 

da parte aérea e sistema radicular aos 30 e 60 dias de cultivo utilizando uma câmera fotográfica (Canon 

EOS 77D DSLR).  

Acúmulo de Al nas raízes 

Solução de hematoxilina 0,2% foi utilizada para evidenciar Al na raiz. A intensidade de 

coloração azul desse corante indica maior acúmulo de Al. Ápices radiculares foram 

mergulhados em solução de hematoxilina 0,2 % durante 15 minutos (Polle et al., 1978) e, em 

seguida lavados em água destilada por 5 minutos, para retirar o excesso de corante. A 

documentação fotográfica foi feita em estereomicroscópio (modelo DV4, Zeiss Stemi).  

Microscopia de luz: análise anatômica e testes histoquímicos  

Amostras de raiz, caule, estípula e folha foram coletados de acordo com a seguinte 

padronização: amostras da região apical e zona de ramificação em estrutura primária e 

secundária na raiz; meristema apical e entre-nó imediatamente abaixo deste no caule; estípulas 

de primeiro nó; região mediana de folhas completamente expandidas do terceiro nó.  

Amostras foram fixadas em solução de FAA 50 (Johansen, 1940), em seguida 

desidratadas em série etílica, incluídas em metacrilato (Historesina - Leica) e seccionadas 

transversal e longitudinalmente (apenas meristema do caule e raiz) a 5 µm de espessura em 

micrótomo rotativo (modelo Spencer 820, American Optical Corporation, EUA). As secções 

foram submetidas à coloração com azul de toluidina 0,05% em tampão acetato 0,1M, pH 4,7 

por 5 minutos (O’Brien et al., 1964) e lâminas permanentes montadas em Permount (Fisher 

Scientific Permount Mounting Medium). 
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Para histolocalização dos sítios de acúmulo de Al, amostras de material fresco, seguindo 

a mesma padronização, foram seccionadas transversalmente em micrótomo de mesa (modelo 

LPC, Rolemberg e Bhering Comércio e Importação LTDA, Brasil, American Optical 

Corporation, EUA) e submetidas ao corante Solochrome Azurine por 40 minutos, com posterior 

diferenciação em álcool etílico 95% por 5 minutos (Denton e Oughton, 1993).   

Estípulas incluídas em metacrilato foram adicionalmente submetidas ao Reagente de 

Schiff / solução de ácido periódico - PAS - (McManus, 1948) para detecção de polissacarídeos 

e amostras frescas submetidas ao teste para alcaloide utilizando o Reagente de Wagner (Furr e 

Mahlberg, 1981). Estípulas íntegras (não seccionadas) foram imersas em solução de 

Solochrome Azurine para investigar a presença de Al no exsudado dos coléteres. 

Registro fotográfico foi realizado em fotomicroscópio (modelo AX70 TRF, Olympus 

Optical, Tóquio, Japão) com câmera digital acoplada (Zeiss Axio Cam HR3, Zeiss, Göttingen, 

Alemanha). 

Microscopia confocal 

 Ápices radiculares com 2 cm de comprimento foram fixados em paraformaldeído 4% 

em tampão fosfato 0,1 M e posteriormente submetidas ao fluoróforo lumogallion 10 µM, em 

tampão acetato 0,1 M (pH 5,2), durante 1 h a 50 °C (Kataoka e Nakanishi, 2001). Em seguida, 

as amostras foram lavadas em solução tampão acetato e a fluorescência observada em 

Microscópio Confocal de Varredura (Zeiss, LSM510 META) utilizando dois conjuntos de 

filtros ELFP para excitação e emissão (488 nm e 520 nm, respectivamente). 

Parâmetros de crescimento da raiz e parte aérea 

O crescimento da parte aérea foi avaliado através da diferença do número total de folhas. 

Para isso foi realizada a contagem do número de folhas no início e no final do período 

experimental. Todas a folhas foram contadas independente do estágio de desenvolvimento ou 

presença de sintomatologia. 

O crescimento da raiz foi avaliado através do volume, comprimento, número de 

ramificações e número de ápices radiculares. Raízes foram escaneadas por um scanner (Image 

scanner III com imagem DPI 23,6 pixels.mm−1) e as imagens analisadas pelo programa 

WinRhizo (WinRhizo Pro Régent Instruments, Québec, Canada) (Meng-Ben, 2009;  

McCormac et al., 2015). 

Extravasamento de eletrólitos 
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O extravasamento de eletrólitos foi determinado através da condutividade elétrica da 

água Milli-Q (5 mL), na qual seis discos foliares de 1 cm de diâmetro, de folhas completamente 

expandidas do terceiro nó, foram incubados por 12 h à temperatura ambiente. A condutividade 

elétrica inicial da água (C1) foi aferida e, em seguida a condutividade final (C2) foi obtida após 

o aquecimento das amostras em banho-maria à 95°C por 30 min. O extravasamento de 

eletrólitos (EE) foi determinado através da equação: EE (%) = (C1/C2) x 100, onde os 

resultados são expressos como porcentagem do total de condutividade (Szalai et al., 1996). 

Detecção de morte celular na folha 

 Para investigar morte celular, discos foliares (1,5 cm diâmetro), de folhas 

completamente expandidas do terceiro nó, foram imersos em solução de Azul de Evans 0,1% 

durante 40 min. Em seguida clarificados em álcool 95% em estufa a 65°C (Kato et al., 2007). 

Lâminas foram montadas em gelatina e fotografadas em estereomicroscópio (modelo DV4, 

Zeiss Stemi).  

Quantificação de Al e nutrientes na matéria seca 

 Raízes, caules e folhas de toda planta foram separados e secos em estufa a 70ºC e 

trituradas em moinho tipo Wiley (3383-L10,  47  Thomas  Scientific,  EUA). Amostras de 0,5 

g foram digeridas com ácido nítrico e fluorídrico em tubos de digestão fechados em bloco de 

grafite (adaptado de Paye, 2014). As soluções resultantes foram arrefecidas até à temperatura 

ambiente e o seu volume final foi completado para 12 mL com água desionizada. O teor de Al 

e dos nutrientes N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Zn, Mn e B foram determinados nas amostras por 

espectrometria de emissão atômica por plasma indutivamente acoplado (ICP-AES; Optima 

8300 DV, Perkin Elmer, Shelton, CT, EUA). 

Análise estatística 

Dados quantitativos obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as 

médias, comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade, utilizando o software Sisvar 

(Ferreira, 2011).  

Resultados 

Plantas que cresceram na ausência de Al apresentaram ao final de 60 dias de cultivo 

raízes com coloração amarronzada (Fig. 1A). Os testes histoquímicos não detectaram a presença 

do Al nas raízes nesse tratamento (Fig. 1G; 2A) ou a sua marcação foi pouco evidente (Fig. 1J).  

O meristema apical apresentou células com núcleo e citoplasma pouco densos (Fig. 1D). Além 
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disso, a raiz apresentou menor volume, comprimento, número de ramificações e ápices 

radiculares (Fig. 3A-D).  

Plantas de C. aureum que receberam 500 um de Al (tratamento 2) exibiram raízes com 

coloração avermelhada (Fig. 1B) e o Al foi fortemente marcado na superfície da região do ápice 

radicular (Fig. 1H, K). O meristema apical apresentou células com núcleo e citoplasma mais 

densos (Fig. 1E) e na superfície da raiz nessa região ocorreu um destacamento de células (Fig. 

1E – setas pretas). As raízes de plantas desse tratamento também exibiram maior volume, 

comprimento, número de ramificações e ápices radiculares (Fig. 3A-D).  O acúmulo de Al foi 

detectado na parede celular e no simplasto das células da epiderme, córtex e floema, havendo 

principalmente forte reação para o núcleo celular das células da região do meristema apical 

(semelhante a 2B-D). No tratamento 3, no qual as plantas cresceram durante todo período 

experimental na presença de Al, as raízes exibiram coloração acastanhada (Fig. 1C) e o Al foi 

também fortemente marcado na superfície radicular (Fig. 1I, L). O meristema apical da raiz 

também apresentou células com núcleo e citoplasma denso (Fig. 1F) de forma semelhante ao 

observado no tratamento 2, além dos mesmos sítios de acúmulo de Al (Fig. 2B-D). No entanto, 

os menores valores de parâmetro de crescimento radicular foram observados (Fig. 3A-D).  Nos 

três tratamentos, não foram visualizadas diferenças na estrutura e secundário, na zona de 

ramificação da raiz. 

Na parte aérea, no decorrer dos primeiros 30 dias de cultivo na ausência de Al, as folhas 

jovens e posteriormente as adultas tornaram-se cloróticas e em seguida necróticas (Fig. 4B). 

Folhas jovens não completaram o processo de expansão da lâmina e folhas adultas tornaram-se 

encarquilhadas com agravamento dessa sintomatologia aos 60 dias de cultivo na ausência de 

Al (Fig. 4D, 5A). A progressão de cloroses e necroses ocorreram da região marginal e apical 

em direção a porção mediana. As necroses progrediram com um colapso inicial das células da 

epiderme e do mesofilo (Fig. 5E - asteriscos) até uma total desestruturação dos tecidos (Fig. 5F 

- asteriscos) e morte celular evidenciada pelo teste com azul de Evans (Fig. 5A – detalhe) e pelo 

alto valor de extravasamento de eletrólitos (Fig. 3F). Embora tenha ocorrido uma considerável 

produção de novas folhas ((Fig. 3E), estas não apresentavam desenvolvimento saudável, 

conforme exposto. Não houve marcação histoquímica de nenhum sítio de acúmulo de Al (Fig. 

2E, H). 

Plantas com a sintomatologia descrita na ausência de Al por 30 dias (Fig. 4B) após 

receberem 500 µM do elemento, e permanecerem nessa condição por igual período de tempo, 

apresentaram uma total recuperação da parte aérea (Fig. 4E). As folhas novas produzidas 
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exibiram aspecto saudável, sem cloroses ou necroses, e a lâmina foliar expandiu normalmente 

(Fig. 4E, 5B). Folhas adultas tornaram se túrgidas, sem o aspecto encarquilhado, e as áreas 

necrosadas sofreram abscisão. Não foram visualizadas alterações na organização dos tecidos da 

lâmina foliar (Fig. 5G), nenhuma marcação de morte celular foi detectada (Fig. 5B - detalhe) e 

os valores de extravasamento de eletrólitos (Fig. 3F) foram baixos. Uma coloração levemente 

arroxeada de folhas adultas e da parte mais basal do caule foi observada em alguns indivíduos. 

A produção de novas folhas foi estatisticamente semelhante ao tratamento 1 (Fig. 3E), porém 

as folhas apresentavam aspecto saudável com total expansão da lâmina foliar.  

A parte aérea de C. aureum cultivada inicialmente por 30 dias em 250 µM de Al (Fig. 

4C) e por mais 30 em 500 µM de Al (Fig. 4F) apresentou crescimento saudável, ainda que lento 

e com menor produção de novas folhas (Fig. 3E). As folhas novas expandiam-se mais 

lentamente, mas sem o surgimento de cloroses e necroses (Fig. 4F) e as folhas adultas 

mantiveram-se túrgidas (Fig. 5C). A lâmina foliar não apresentou alterações celulares nem na 

organização celular dos tecidos do mesofilo (Fig. 5H), e assim como no tratamento 2, também 

não foi detectada nenhuma marcação de morte celular (Fig. 5C - detalhe), sendo baixo o valor 

de extravasamento de eletrólitos (Fig. 3F). Caule e folhas, em especial mais velhos, ganharam 

uma forte coloração arroxeada (Fig. 5C) e um acúmulo de antocianina nas células epidérmicas 

foi observado nesses órgãos (Fig. 5D – tricomas indicado por seta e células epidérmicas 

ordinárias indicado por asteriscos). Em ambos os tratamentos com Al houve acúmulo deste 

elemento na parede celular e no conteúdo celular das células do parênquima paliçádico, 

parênquima lacunoso, incluindo cloroplastos, e floema da folha (Fig. 2I, J). No caule o Al foi 

também detectado na parede e no conteúdo celular de tricomas, e demais células epidérmicas, 

colênquima, parênquimas cortical e medular e células do floema (parênquima e elemento de 

tubo crivado)  (Fig. 2F, G).   

Apesar da sintomatologia foliar, em especial na ausência de Al, o meristema apical 

caulinar apresentou uma organização similar, sem alterações estruturais, entre os três 

tratamentos (Fig. 5I-K). Na região mais madura do caule, em corte transversal, também não 

foram identificadas alterações anatômicas. Coléteres estipulares do tipo padrão (Fig. 6A, B) 

mantiveram sua estrutura independente do tratamento sendo detectados polissacarídeos e 

alcaloides nas células secretoras em paliçada com PAS (Fig. 6C) e Reagente de Wagner (Fig. 

6D), respectivamente. Houve acúmulo de Al na epiderme secretora em paliçada nos tratamentos 

com Al (Fig. 6F), o que não foi visualizado no tratamento sem o metal (Fig. 6E). O Al também 

foi detectado na secreção presente na superfície dos coléteres (Fig. 6G). 
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As maiores concentrações de Al em raízes e folhas foram correlacionadas com a 

concentração de Al na solução e com tempo de exposição de plantas (tabela 1). Plantas que 

cresceram o tempo todo na presença de Al (tratamento 3) apresentaram quase que o dobro de 

acúmulo deste elemento em comparação ao tratamento 1, enquanto nas do tratamento 2 (0+500) 

o aumento foi de mais de 50%, considerando o acúmulo total de Al ( raiz, caule e folhas). Em 

plantas dos tratamentos 2 e 3 a maior proporção (63%) de Al foi acumulada na parte aérea, 

sendo o caule o principal órgão de acúmulo do elemento. Acúmulo considerável de Al foi 

encontrado nas plantas cultivadas na ausência de Al, mas neste tratamento somente 13% do Al 

total permaneceu nas raízes e dos 87% da parte aérea.  

 Na análise de nutrientes, no tratamento sem Al foram observados valores 

significativamente maiores de Zn (raiz e caule), P (caule e folhas), Cu (raiz) e Ca (folhas). Neste 

tratamento, o Zn é mais do que o dobro do encontrado nas raízes de plantas cultivadas na 

presença de Al. No tratamento com a presença de Al durante 60 dias, a concentração de vários 

elementos foi significativamente menor do que nos outros tratamentos: P  em todos os órgãos; 

S na parte aérea; K, Ca, Mg e Cu na raiz; K e S no caule; e S, Cu e Zn nas folhas. No tratamento 

onde o Al foi fornecido por 30 dias, quando comparado com o tratamento sem Al, ocorreu 

redução na concentração de Mg, Cu e Zn na raiz; de P, Mg, S e Zn no caule; e de P e Ca nas 

folhas, onde também ocorreu o aumento de K (tabela 1). 

 

Discussão  

Nossos resultados mostram que dependendo do momento em que o Al é fornecido a C. 

aureum, ele atua estimulando o crescimento da espécie, como observado no tratamento 2. A 

ação do Al como benéfico está relacionada dentre vários fatores a idade fisiológica, as 

condições de crescimento e duração da exposição ao metal (Bojórquez-Quintal et al., 2017). 

De fato plantas de C.aureum cultivadas por 60 dias com Al apresentaram os menores valores 

de crescimento de raiz e parte aérea e menores concentrações de nutrientes, porém, ainda assim, 

o Al se mostrou benéfico em decorrência da manutenção da estrutura foliar sem o aparecimento 

de cloroses e necroses e sem indicação de morte celular foliar. Esta pode ser uma importante 

condição adaptativa de plantas de diferentes espécies do cerrado que se desenvolvem de forma 

saudável mesmo sobre solos com baixos teores de nutrientes e alta concentração de Al 

(Haridasan, 2000; 2008). A ação benéfica do Al foi também relada para Miconia albicans, 

Vochysia thyrsoidea, Melastoma malabathricum e Camelia sinensis (Haridasan, 2008; 



29 

 

 

 

Watanabe et al., 2006; Hajiboland et al., 2013), espécies nativas acumuladoras que crescem em 

solos ácidos com altas concentrações do metal.   

O acúmulo de Al nos órgãos de C.aureum e partes da células mostram que a espécie 

apresenta diferentes mecanismos internos de compartimentalização do elemento na parede 

celular e no simplasto. Esses mecanismos, em especial a ligação do Al  na parede celular, foram 

verificados dentre espécies acumuladoras do cerrado, como por exemplo em espécies arbóreas 

(Malta et al., 2016; Andrade et al., 2011; Bressan et al., 2016). A presença de pectinas com sua 

carga negativa devido aos grupos carboxílicos na parede celular é um dos fatores determinantes 

para a forte ligação do Al a esse compartimento da célula (Watanabe et al., 2008). No simplasto 

celular o Al pode se complexar com diferentes quelantes, como os compostos fenólicos 

(Bojórquez-Quintal et al., 2017). Uma coloração azul esverdeada como a obtida na lâmina foliar 

submetida Azul de Toluidina no tratamento 3 é um indicativo de compostos fenólicos na 

presença de Al. O azul de toluidina é um corante metacromático e uma coloração verde ou azul 

esverdeado é resultado da reação desse corante com substâncias polifenólicas (O’Brien et al., 

1964). A complexação do Al com compostos fenólicos tem sido considerada como uma 

importante estratégia de resistência ao metal (Zhang et al., 2016). 

 Considerando ainda, o simplasto celular, o acúmulo de Al nos cloroplastos, juntamente 

com o desenvolvimento foliar mais saudável das plantas nos tratamentos com Al, ainda que 

mais lento, como no tratamento 3, mostra que este elemento pode estar correlacionado com 

processos fisiológicos e bioquímicos de crescimento da espécie. No entanto, essa hipótese 

precisa ser melhor investigada. Acúmulo de Al em cloroplastos de plantas nativas já foi relatado 

para outras espécies de famílias acumuladoras, como Rudgea virbunoides (Malta et al., 2016), 

Qualea grandiflora e Callisthene major (Andrade et al., 2011). 

 O acúmulo de Al nas células dos coléteres e na sua secreção, em C. aureum, confirma 

que esta estrutura secretora deve estar envolvida no processo de tolerância ao metal. Esse 

mecanismo de tolerância com a participação de estruturas secretoras ainda está pouco explorado 

entre espécies acumuladoras de Al. O acúmulo de Al e a liberação do elemento na secreção de 

tricomas foliares foi documentada para a gramínea Andropogon virginicus (Ezaki et al., 2013). 

Entretanto, os tricomas de A. virginicus possuem organização mais simples do que a de um 

coléter.  Além de presente em estruturas secretoras externas, como em C. aureum e A. 

virginicus, o Al também foi detectado em estruturas internas, como no epitélio de cavidades 

secretoras,  em folhas de Miconia rubinosa  (Bressan et al., 2016).  
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Tem sido considerado que a ação benéfica do Al entre espécies acumuladoras ocorre em 

razão desse elemento atuar aliviando os sintomas de toxicidade provocada por prótons H+ e por 

outros metais (Hajiboland et al., 2013; Bojórquez-Quintal et al., 2017; Muhammad et al., 2019).  

Em plantas de C. aureum, de ambos tratamentos com Al, a morfologia foliar sem alterações 

significativas pode estar relacionada as menores concentrações de Ca, indicando um possível 

comportamento calcífugo da espécie, dado que na maior concentração de Ca, na ausência de 

Al, foram verificadas necroses.  Comportamento calcífugo têm sido descrito em espécies 

acumuladoras de Al do cerrado como Miconia albicans, Vochysia thysoidea e V. tucanorum 

(Haridasan, 1988, 2008; Souza et al., 2017). Em Vochysia tucanorum, assim como em C. 

aureum, o surgimento de necroses foliares foi associado com maiores concentrações de cálcio 

na folha (Souza et al., 2017).  

Adicionalmente, os dados sugerem que possa haver relação entre a recuperação da parte 

aérea de C. aureum, após a adição de Al no tratamento 2, com o incremento da concentração 

de K nas folhas. O K é um elemento essencial no processo de divisão celular através da 

polimerização de actina (Alberts et al., 2010) e no alongamento celular que é dependente do 

turgor causado pelo acúmulo vacuolar de K (Frensch, 1997). Em Arabidopsis thaliana a 

condição individualizada de estresse por baixo pH facilita o efluxo de K, enquanto a 

combinação de baixo pH e Al induz o influxo de K e H nos tecidos (Bose et al., 2010). Influxo 

de K em arroz foi também induzido na presença de Al utilizando 38K como marcador. É 

sugerido que o Al induza a expressão de proteínas de transporte e altere o potencial da 

membrana e o fluxo de prótons (H), que por sua vez promove o fluxo de nutrientes nas plantas 

(Bojórquez-Quintal et al., 2017). Por outro lado, em plantas de C. aureum que cresceram o 

tempo todo na presença de Al houve uma redução na concentração foliar de K sem surgimento 

de cloroses e necroses. Desta forma é importante considerar que a manutenção da estrutura 

foliar pode estar diretamente relacionada a uma redução da fitotoxicidade por baixo pH pela 

presença de Al na solução. O Al em C. aureum pode ter atuado de forma a aliviar os efeitos da 

fitoxidade de baixo pH durante todo tempo de cultivo como no tratamento 3 ou quando 

adicionado à solução hidropônica como no tratamento 2. A ação tóxica do pH ácido para plantas 

têm sido apontada (Vitorello et al., 2005; Long et al., 2017), mas a forma de ação do Al de 

forma a aliviar a fitoxidade ainda precisa ser melhor compreendida. 

Na ausência de Al as raízes apresentaram alta concentração de Zn que pode ter exercido 

uma ação tóxica evidenciada pela presença de células do meristema apical com  núcleos pouco 

proeminentes e citoplasma pouco denso. A toxicidade do Zn em sistema radicular depende de 
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sua concentração e da sensibilidade da espécie, sendo sua ação fitotóxica associada a restrição 

na divisão celular e do alongamento celular (Rout et al., 2003). Como o Al pode inibir a 

absorção de Zn (Zhou et al., 2019), possivelmente a presença desse cátion trivalente esteja 

restringindo a absorção de Zn e  aliviando ou reduzindo a ação tóxica do  elemento sobre as 

raízes de C. aureum nos tratamentos 2 e 3. Nestes tratamentos, onde as concentrações de Zn 

foram bem menores, as células do meristema apical apresentaram  citoplasma mais denso e 

núcleo mais proeminente, além disso houve  maior crescimento radicular, como observado no 

tratamento 2.   

Além de possivelmente evitar a toxicidade por Zn nas raízes, a forte marcação histoquímica 

para Al no núcleo e citoplasma das células do meristema das plantas dos tratamentos com Al, 

indicam que esse último elemento atue estimulando o metabolismo celular dessa região. 

Relação semelhante a observada em C. aureum foi descrita para Camellia sinensis, uma 

hiperacumuladora de Al, para a qual foi adicionalmente demonstrado que o Al é essencial para 

o crescimento e desenvolvimento da raiz em decorrência de ser um elemento necessário para a 

manutenção da integridade do DNA em células do meristema (Sun et al., 2020). Cabe ressaltar 

que no tratamento sem Al foi detectada a presença desse elemento nos tecidos, uma vez que, 

antes da hidroponia as plantas tiveram seu desenvolvimento inicial em solo do cerrado. 

Entretanto, apenas 13% do Al estava retido nas raízes enquanto nos tratamentos com Al este 

percentual foi bem maior (cerca de 40%). Desta forma, o Al parece ser essencial para o 

desenvolvimento das raízes de C. aureum.  

A presença de Al na solução e sua capacidade de complexação com P (Rahman et al., 2018)  

devem estar relacionada às menores concentrações de P na parte aérea de C. aureum, nos 

tratamentos com Al. O arroxeamento acentuado de caule e folhas, devido ao acúmulo de 

antocianina, e também a expansão foliar mais lenta em C. aurem cultivado por 60 dias com Al 

está relacionada a menor concentração de P presente nesses órgãos, uma vez que estes são 

sintomas característicos de deficiência desse elemento (Taiz et al., 2013). Esses resultados em 

C. aureum são contraditórios com os observados em Melastoma malabathricum, Quercus  

serrata e Camellia sinensis, nas quais a absorção e o acúmulo de P nas raízes e folhas das 

plantas aumentaram na presença de Al (Bojórquez-Quintal et al., 2017). Em C. aureum na 

ausência de Al o P foi significativamente maior na parte aérea.  

O destacamento de células na região do ápice radicular na presença de Al em C. aureum é 

um mecanismo que necessita ser melhor investigado a fim de compreender se são células 

originadas da descamação da coifa, ou seja, células de borda (Hawes et al., 2016), e sua possível 
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função em resposta ao Al.  Em espécies cultivadas, como milho e arroz, as células de borda 

podem inibir e reduzir a absorção de Al pela planta (Miyasaka e Hawes, 2001; Hawes et al., 

2016; Cai et al., 2018; Nagayama et al., 2019). Em soja, a maior capacidade de exclusão de Al, 

em cultivar resistente ao Al, está relacionada à imobilização e desintoxicação de Al pela 

mucilagem secretada no ápice da raiz pela coifa e pelas células de borda ( Cai et al 2011). No 

entanto, em C. aureum, espécie na qual o Al atua como um elemento benéfico, ainda não 

sabemos se as células destacadas próximas ao meristema apical possuem alguma função de 

proteção. Destacamentos semelhantes a células da borda também foram visualizados em plantas 

de Pteris vittata submetida a tratamento com cádmio (Balestri et al., 2014) e em Pityrogramma 

calomelanos em tratamento com arsênio (Campos et al., 2018). Nessas espécies, no entanto, os 

destacamentos ocorreram devido a danos causados na estrutura dos tecidos radiculares (Balestri 

et al., 2014; Campos et al., 2018), o que não foi observado em C. aureum na presença de Al. 

 

Conclusão  

 Na espécie C. aureum o Al exerce um papel benéfico no desenvolvimento da espécie. 

Nossa hipótese foi corroborada pela recuperação da parte aérea após a adição do Al na solução 

de cultivo e a manutenção da estrutura foliar em plantas que cresceram durante todo período 

experimental na presença do elemento.  A secreção do Al por coléteres, até então não registrado 

para espécies acumuladoras, confirma que esta estrutura secretora está relacionada  com a 

tolerância ao metal.  O papel benéfico do Al em C. aureum pode está relacionado a uma redução 

dos teores de Ca na folha , de Zn na raiz e a aliviação do pH ácido na solução. Ressaltamos que 

estudos com enfoque bioquímico e fisiológico se fazem necessários para melhor avaliar a 

atuação do Al como um elemento benéfico ao desenvolvimento de C. aureum, bem como, obter 

melhor compreensão dos mecanismos de tolerância interna dessa espécie acumuladora. Em 

estudos futuros, serão imprescíndiveis análises parciais a fim de acompanhar a evolução do teor 

nutricional, no início do experimento e logo após os 30 dias, antes da alteração ou aplicação 

das dosagens de Al. 
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Tabela 1: Concentração de macro e micronutrientes na raiz, caule e folha de plantas de Coccocypselum aureum, após 60 dias de cultivo hidropônico em três tratamentos 

distintos (ausência de Al, 0 + 500 e 250 + 500 µM de Al).  

                            

Órgão/Tratamento N (dag/kg) P (dag/kg) K (dag/kg) Ca (dag/kg) Mg (dag/kg) S (dag/kg) Cu (mg/kg) Fe (mg/kg) Zn (mg/kg) Mn (mg/kg) B (mg/kg) Al (mg/kg) 

  0 2,20ab ± 0,65 0,20a ± 0,06 1,73a ± 0,85 0,84a ± 0,05 0,10a ± 0,01 0,38a ± 0,14 28,99a ± 4,19 1592,58ab ± 455,15 103,84a ± 28,73 27,42a ± 13,42 22,27a ± 4,57 1306,60c ± 238,79 

RAIZ 0+500 2,81a ± 0,28 0,22a ± 0,01 1,62a ± 0,22 0,67b ± 0,06 0,08a ± 0,01 0,28ab ± 0,05 23,37b ± 1,26 1134,54b ± 264,04 50,32b ± 5,11 12,89a ± 6,75 25,01a ± 5,17 5975,36b ± 197,09 

  250+500 1,87b ± 0,26 0,10b ± 0,03 0,66b ± 0,36 0,72b ± 0,08 0,05b ± 0,01 0,14c ± 0,04 17,84c ± 2,09 1725,45a ± 261,83 39,38b ± 11,07 23,25a ± 7,45 21,87a ± 2,82 7383,28a ± 444,65 

  0 1,45a ± 0,43 0,24a ± 0,03 2,50a ± 0,19 1,19a ± 0,08 0,20a ± 0,02 0,36a ± 0,02 6,93a ± 0,32 2758,81a ± 1102,13 105,35a ± 7,29 230,75ab ± 145,39 18,11a ± 2,61 5509,32b ± 521,80 

CAULE 0+500 1,59a ± 0,12 0,13b ± 0,02 2,38a ± 0,47 1,20a ± 0,11 0,15b ± 0,01 0,30b ± 0,04 6,38ab ± 0,91 1906,56a ± 545,99 80,84b ± 16,56 144,71b ± 81,36 21,38a ± 1,82 6200,18ab ± 754,00 

  250+500 1,81a ± 0,40 0,03c ± 0,0 1,55b ± 0,21 1,18a ± 0,18 0,18ab ± 0,04 0,12c ± 0,02 5,45b ± 0,48 2207,87a ± 572,69 61,04b ± 13,38 289,51a ± 58,78 19,65a ± 3,73 7388,53b ± 1057,50 

  0 1,73ab ± 0,14 0,20a ± 0,04 1,43b ± 0,22 1,51a ± 0,13 0,17a ± 0,02 0,65a ± 0,19 6,70a ± 1,02 1104,20a ± 424,31 33,73a ± 3,33 62,58a ±18,69 27,36a ± 4,11 3580,41b ± 467,84 

FOLHA 0+500 1,88a ± 0,24 0,11b ± 0,01 2,02a ± 0,06 1,25b ± 0,06 0,16ab ± 0,02 0,50a ± 0,06 6,10a ± 0,45 964,70a ± 361,36 33,79a ± 4,44 46,75a ± 11,49 27,92a ± 3,31 3967,92b ± 828,33 

  250+500 1,53b ± 0,16 0,03c ± 0,01 1,22b ± 0,09 1,11b ±0, 09 0,12b ± 0,04 0,19b ± 0,04 4,53b ± 0,34 1177,48a ± 243,27 25,79b ± 3,64 81,51a ± 18,04 27,59a ± 3,29 5204,28a ± 276,13 

Tratamento/ Órgão             

  Raiz 2,20A ± 0,65 0,20A ± 0,06 1,73B ± 0,85 0,84C ± 0,05 0,10B ± 0,01 0,38B ± 0,14 28,99A ± 4,19 1592,58B ± 455,15 103,84A ±28,73 27,42B ± 13,42 22,27AB ± 4,57 1306,60C ± 238,79 

0 Caule 1,45B ± 0,43 0,24A ± 0,03 2,50A ± 0,19 1,19B ± 0,08 0,20A ± 0,02 0,36B ± 0,02 6,93B ± 0,32 2758,81A ± 1102,13 105,35A ± 7,29 230,75A ± 145,39 18,11B ± 2,61 5509,32A ± 521,80 

  Folha 1,73AB ± 0,14 0,20A ± 0,04 1,43B ± 0,22 1,51A ± 0,13 0,17A ± 0,02 0,65A ± 0,19 6,70B ± 1,02 1104,20B ± 424,31 33,73B ± 3,33 62,58B ± 18,69 27,36A ± 4,11 3580,41B ± 467,84 

  Raiz 2,81A ± 0,28 0,22A ± 0,01 1,62B ± 0,22 0,67B ± 0,06 0,08B ± 0,01 0,28B ± 0,05 23,37A ± 1,26 1134,54B ± 264,04 50,32B ± 5,11 12,89B ± 6,75 25,01AB ± 5,17 5975,36A ± 197,09 

0+500 Caule 1,59B ± 0,12 0,13B ± 0,02 2,38A ± 0,47 1,20A ± 0,11 0,15A ± 0,01 0,30B ± 0,04 6,38B ± 0,91 1906,56A ± 545,99 80,84A ± 16,56 144,71A ± 81,36 21,38B ± 1,82 6200,18A ± 754,00 

  Folha 1,88B ± 0,24 0,11B ± 0,01 2,02AB ± 0,06 1,25A ± 0,06 0,16A ± 0,02 0,50A ± 0,06 6,10B ± 0,45 964,70C ± 361,36 33,79B ± 4,44 46,75B ± 11,49 27,92A ± 3,31 3967,92B ± 828,33 

  Raiz 1,87A ± 0,26 0,10A ± 0,03 0,66B ± 0,36B 0,72B ± 0,08 0,05C ± 0,01 0,14B ± 0,04 17,84A ± 2,09 1725,45AB ± 261,83 39,38B ± 11,07 23,25B ± 7,45 21,87AB ± 2,82 7383,28A ± 444,65 

250+500 Caule 1,81A ± 0,40 0,03B ± 0,00 1,55A ± 0,21A 1,18A ± 0,18 0,18A ± 0,04 0,12C ± 0,02 5,45B ± 0,48 2207,87A ± 572,69 61,04A ± 13,38 289,51A ± 58,78 19,65B ± 3,73 7388,53A ± 1057,50 

  Folha 1,53A ± 0,16 0,03B ± 0,01 1,22A ± 0,09A 1,11A ± 0,09 0,12B ± 0,04 0,19A ± 0,04 4,53B ± 0,34 1177,48B ± 243,27 25,79B ± 3,64 81,51B ± 18,04 27,59A ± 3,29 5204,28B ± 276,13 

Média ± desvio padrão (n = 5). Valores com letras iguais não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey  (p = 0,05). Letras minúsculas são referentes a comparação dos 

tratamentos dentro dos órgãos, letras maiúsculas são referentes a comparação dos orgãos dentro dos tratamento.
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Figura 1 – Morfoanatomia da raiz de plantas de Coccocypselum aureum submetidas a 0 (A, D, G, J), 0 + 500 (B, 
E, H, K) e 250 + 500 µM Al (C, F, I, L) em sistema hidropônico por 60 dias. A-C: morfologia geral da raiz. D-F: 
corte longitudinal do meristema apical radicular. Setas pretas indicam descolamento de células semelhantes a 
células de borda em E e F. G-I: ápices radiculares imergidos em solução de hematoxilina 0,2 % no tratamento 
controle (G) e nos tratamentos com Al (H e I), onde a cor azul indica a presença do Al. J-L: raízes submetidas ao 
Lumogallion 10 µM para detecção de Al em microscopia confocal. Forte fluorescência em K e L evidenciam a 
localização do Al. 
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Figura 2: Sítios de acúmulo de Al, detectados pelo teste histoquímico com Solochrome Azurinel, em raiz, caule 
e folha de Coccocypselum aureum submetidas a 0 (A, E, H) e 250 + 500 (B, C, D, F, G, I, J) µM  Al em sistema 
hidropônico por 60 dias. A e B: corte longitudinal do meristema apical radicular. C e D: cortes transversais da raiz 
na região de ramificação (C) e zona pilífera (D). E-G: Caule. Corte transversal (E e F) e longitudinal (G). H – J: 
folha em corte transversal. Região da lâmina foliar (H e I) e nervura central com destaque para tricomas (J). Tecidos 
marcados na cor azul em B, C, D, F, G, I, J são sítios de acúmulo de Al. 
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Figura 3: Parâmetros de crescimento e porcentagem de extravasamento de eletrólitos em plantas de 
Coccocypselum aureum submetidas a 0, 0 + 500 e 250 + 500 µM de Al em sistema hidropônico por 60 dias. A – 
Comprimento da raiz (cm). B - Volume da raiz (cm3). C – Número de ramificações da raiz. D – Número de ápices 
da raiz. E – Número total de folhas novas. F- Porcentagem foliar de extravasamento de eletrólitos. Barras verticais 
indicam o erro padrão (n = 5), e letras diferentes indicam diferença significativa (Tukey 5 %).  

. 
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Figura 4: Morfologia da parte aérea de Coccocypselum aureum submetidas a 0, 0 + 500 e 250 + 500 µM de Al 
durante 60 dias de experimento em sistema hidropônico. A: planta coletada em condição de campo em solo de 
cerrado sensu strictu. B – folhas cloróticas e necróticas após 30 dias de cultivo na ausência de Al. C: folhas com 
aspecto normal após 30 dias de cultivo em 250 µM Al.  D: cloroses e necroses foliares em estágio mais avançado 
após 60 dias de cultivo na ausência de Al. E: recuperação da morfologia foliar em 30 dias subsequentes após 
mudança de tratamento para 500 µM Al (0 + 500). F: ausência de necroses e cloroses em plantas crescidas por 60 
dias na presença de Al (250 + 500 µM). Notar menor produção de folhas (F), porém sem o surgimento de cloroses 
e necroses.  Escalas = 2 cm. 
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Figura 5 – Morfoanatomia da parte aérea de plantas de Coccocypselum aureum submetidas a 0 (A,E , F, I),  0 + 

500 (B, G, J)  e 250 + 500 µM  de Al (C, D, H, K) em sistema hidropônico por 60 dias. A-D: morfologia da parte 

aérea. Detalhes no canto superior direito são discos foliares submetidos ao reagente Azul de Evans para detecção 

de morte celular (coloração em azul). Note no disco foliar em A forte marcação de morte celular e na ausência de 

Al por 60 dias. Seta preta e asteriscos em D indicam, respectivamente, tricomas e células ordinárias da epiderme 

com acúmulo de antocianina em plantas crescidas por 60 dias na presença de Al. E-H: cortes transversais da lâmina 

foliar. Asteriscos em E indicam início da desestruturação das células epidérmicas e dos tecidos do mesofilo e o 

total colapso, em F, na ausência de Al por 60 dias. Seta preta em G indica idioblasto com ráfide. Forte coloração 

azul esverdeada do parênquima paliçádico e lacunoso em H indica compostos fenólicos. I-K: corte longitudinal do 

meristema apical do caule sem alteração independente do tratamento. Asteriscos em I indicam coléteres. 
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Figura 6 – Anatomia e histolocalização de Al, alcaloides e polissacarídeos em coléter do tipo padrão em plantas 

de Coccocypselum aureum submetidas a 0 (A, B, E) e 250 + 500 µM Al (C, D, F, G) em sistema de hidroponia 

por 60 dias. A-F: Cortes longitudinais; G: coléter inteiro (não seccionado). A – coléter do tipo padrão sem 

coloração (branco). B: coléter corado com azul de toluidina. C: teste histoquímico para polissacarídeos. Intensa 

cor rosa indica reação positiva na epiderme secretora. D: teste histoquímico para alcaloides. Cor acastanhada-

avermelhada é resultado positivo na epiderme secretora. E-F: coléteres dos tratamentos 0 e 250 + 500, 

respectivamente, submetidos ao reagente Solochrome Azurine. Reação azul em F indica sítio de acúmulo de Al. 

G: coléter imergido em solução de Solochrome Azurine. Reação em azul mostra a presença de Al na secreção 

exsudada para superfície.  
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CAPÍTULO 2 

Alumínio induz respostas fisiológicas benéficas na espécie do Cerrado Coccocypselum 

aureum (Rubiaceae) 

 

Resumo 

 Espécies de plantas nativas acumuladoras de alumínio (Al) apresentam estímulo do 

metabolismo quando cultivadas na presença desse elemento. Este mecanismo, no entanto, ainda 

é pouco compreendido em razão da fitotoxidade do Al para um grande número de espécies. 

Avaliamos o efeito do Al sobre parâmetros fisiológicos e bioquímicos, bem como possíveis 

sítios de complexação do elemento e abundância relativa de nutrientes em Coccocypselum 

aureum (Rubiaceae), espécie herbácea acumuladora de Al, que ocorre no cerrado onde os solos 

são ricos em Al.  Indivíduos da espécie coletados em solo do cerrado foram submetidos a dois 

tratamentos em hidroponia: tratamento 1 sem Al por 60 dias e tratamento 2 sem Al durante 30 

dias e 500 µM de Al por 30 dias subsequentes. Após 30 dias da adição de Al, plantas do 

tratamento 2 apresentaram maior teor de clorofila a e b, maior taxa de fotossíntese, condutância 

estomática, transpiração e as maiores concentrações de glicose, frutose, amido na raiz e de 

proteínas na raiz e na folha. Apenas a concentração de sacarose foi superior na folha na ausência 

de Al. Ainda no tratamento 2 houve maior eficiência fotoquímica do PSII em 24, 48 h e 30 dias, 

após adição de Al, e um incremento significativo na taxa de transporte de elétrons em 48h e, 

em especial, aos 30 dias. Neste mesmo período, plantas que receberam Al também apresentaram 

maior produção de compostos fenólicos na raiz e na folha e uma sobreposição dos sítios de 

acúmulo de Al com compostos fenólicos e alcaloides, além de um aumento na abundância 

relativa de Al na raiz, no caule e na folha. Adicionalmente, na presença do metal aos 30 dias, 

foram verificados as maiores abundâncias relativas de N, K, Mg e Fe na folha, de Fe e Cu no 

caule e P, S, Cu e Zn na raiz. O Al exerce efeito benéfico sobre o metabolismo primário e 

secundário de C.aureum. Alcaloides e compostos fenólicos podem estar envolvidos na 

complexação do Al, na parte aérea da espécie, dada sobreposição dos sítios de acúmulo. 

 

Palavras-chave: acumuladora, fotossíntese, fenólicos, resistência, metal 
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CHAPTER 2 

Aluminum induces beneficial physiological responses in the Cerrado species 

Coccocypselum aureum (Rubiaceae) 

 

Abstract 

 Native plant species that accumulate aluminum (Al) exhibit a stimulated metabolism when 

cultivated in the presence of the element. This mechanism, however, is still poorly understood 

due to the phytotoxicity of Al for a large number of species. We evaluated the effects of Al on 

physiological, and biochemical parameters in Coccocypselum aureum (Rubiaceae), an Al-

accumulating cerrado herbaceous species that occurs in Al rich soils. Plants collected in Cerrado 

soil were subjected to two treatments in hydroponic system: treatment 1 without Al for 60 days 

and treatment 2 without Al for 30 days and with 500 µM Al for the subsequent 30 days. After 

30 days of Al addition, plants from treatment 2 had higher chlorophyll a and b content; higher 

photosynthesis rate, stomatal conductance and transpiration; and higher concentrations of 

glucose, fructose and starch in the root and proteins in root and leaf. Only the concentration of 

sucrose was higher in leaf in the absence of Al. Also in treatment 2, there was higher 

photochemical efficiency of PSII at 24, 48 h and 30 days after Al addition, and a significant 

increase in the rate of electron transport at 48h and, in particular, at 30 days. In the same period, 

plants that received Al also showed higher production of phenolic compounds in root and leaf 

and an overlap of Al accumulation sites with phenolic compounds and alkaloids, in addition to 

an increase in the relative abundance of Al in root, stem and leaf. Additionally, in the presence 

of Al for 30 days, the highest relative concentrations of N, K, Mg and Fe in the leaf, of Fe and 

Cu in the stem and P, S, Cu and Zn in the root were verified. Al has a beneficial effect on 

primary and secondary metabolism of C. aureum. Alkaloids and phenolic compounds must be 

involved in Al complexation in the aerial part of the species, given the overlapping of 

accumulation sites. 

 

Keywords: Al accumulation, photosynthesis, phenolics, Al resistance  

 

 

 



47 

 

 

 

Introdução 

Em solos ácidos o alumínio (Al) é o principal fator responsável pela redução do 

crescimento de plantas (Rahman et al., 2018). O Al é o terceiro elemento mais abundante da 

crosta terrestre e em baixo pH é convertido a Al3+  que é fitotóxico para a maiorias das espécies 

vegetais (Singh et al., 2017). A ação tóxica do Al ocorre devido a injúrias provocadas 

primeiramente na estrutura da raiz e em seguida na parte áerea do vegetal (Kollmeier et al., 

2000; Rao et al., 2016). Entretanto, efeitos benéficos do Al têm sido descritos para algumas 

espécies cultivadas, como arroz e  milho (Moreno-Alvarado, 2017; Wang et al., 2015), e nativas 

adaptadas a altas concentrações desse elemento no solo (Haridasan 1998, 2008; Souza et al., 

2017; Bojórquez-Quintal et al., 2017; Cury et al., 2019; Muhammad et al., 2019). 

  De acordo com o mecanismo de resistência ao Al, as espécies vegetais são classificadas 

como acumuladoras ou exclusoras (Kochian et al., 2015). Espécies exclusoras reduzem a 

entrada do Al no simplasto celular e o acúmulo do elemento nos tecidos é inferior a 1000 mg/kg 

de matéria seca na parte aérea. Espécies com valores superiores a essa concentração são 

consideradas acumuladoras (Jansen et al., 2003; Grevenstuk e Romano, 2013; Kochian et al., 

2015).   Nestas, ocorre a entrada de Al no simplasto celular e seu acúmulo em diversos 

compartimentos celulares como parede e vacúolo (Grevenstuk e Romano, 2013), incluindo  

cloroplastos como em espécies nativas do Cerrado (Andrade et al., 2011; Malta et al., 2016).  A 

ativação de mecanismos internos de tolerância em plantas acumuladoras envolve a síntese de 

ácidos orgânicos, compostos fenólicos, compostos protéicos, dentre outros (Brunner e Sperisen, 

2013; Grevenstuk e Romano, 2013).  

Espécies nativas como Melaleuca cajuputi (Myrtaceae), Arnica montana (Asteraceae), 

Deschampsia flexuosa (Poaceae), Hydrangea paniculata (Hydrangeaceae), Melastoma 

malabathricum (Melastomataceae), Vochysia thyrsoidea (Vochysiaceae),  Miconia albicans, 

Symplocos paniculata (Symplocaceae), Tabebuia chrysantha (Bignoniaceae), dentre outras que 

crescem em regiões de solos ácidos e com alta saturação por Al, apresentam estímulo de 

crescimento  na parte aérea e raiz quando cultivadas na presença do elemento (Haridasan, 1998; 

Watanabe et al., 2006, Rehmus et al., 2014; Schmitt  et al., 2016; Muhammad et al., 2019). 

Algumas exibem  alterações no crescimento e sintomas foliares quando cultivadas na ausência 

de Al (Haridasan, 1998; Watanabe et al., 2006).  

Os principais efeitos benéficos provocados do Al relatados na literatura (Muhammad et 

al., 2019) tem sido atribuídos à redução da toxidade provocadas por H, Fe e Mn, bem como 

estímulo da absorção de elementos essenciais como N, P e K e a atração de rizobactérias através 
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de exsudados radiculares. Além disso, aumento da  taxa fotossintética, bem como do teor de 

clorofila a e b, de metabólitos primários (acúcares)  e secundários (fenólicos) foram observados 

em espécies nativas cultivadas na presença de Al (Hajiboland et al., 2013a; Xu et al., 2016). A 

complexação do Al com compostos fenólicos, como as catequinas, é um importante mecanismo 

de tolerância (Grevenstuk e Romano, 2013) e o maior crescimento das raízes em tratamentos 

com Al têm sido associado a uma maior produção de glicose (Moriyama et al., 2015). Embora 

haja importantes pesquisas sobre os efeitos do Al em plantas, os mecanismos fisiológicos e 

bioquímicos envolvidos nas respostas de estímulo ao crescimento, em especial entre as nativas, 

necessitam ser esclarecidos.   

No Cerrado, domínio fitogeográfico predominante na área central do Brasil, há uma 

grande diversidade de plantas nativas que crescem sobre solos ácidos, pobres em nutrientes e 

com alta concentração de Al (Haridasan, 2008). Estudos realizados nesse domínio têm 

investigado mecanismos de tolerância ao Al, especialmente em plantas arbóreas, sendo o estrato 

herbáceo, apesar de diverso, menos estudado. Herbáceas mais representativas do Cerrado 

brasileiro estão distribuídas nas famílias Poaceae, Asteraceae e Rubiaceae (Paro, 2012). 

Rubiaceae se destaca como uma família com muitas espécies acumuladoras de Al, em especial 

a subfamília Rubioideae (Jansen et al., 2000, 2002). 

Coccocypselum aureum é uma espécie herbácea tolerante e acumuladora de Al da 

subfamília Rubioideae que cresce principalmente em áreas de cerrado sensu strictu (Castro, 

2013).  Em estudos preliminares a espécie exibiu um maior crescimento na presença de Al, no 

entanto os mecanismos responsáveis pelo estímulo do crescimento, bem como pela tolerância 

interna ao elemento ainda não foram elucidados. A subfamília Rubioideae a qual C. aureum 

pertence, além de tipicamente acumuladora de Al, produz diversos metabólitos secundários da 

classe dos alcaloides e compostos fenólicos (Martin e Nunez, 2015) os quais ainda  não foram 

associados com a resistência ao Al. Assim, é necessário esclarecer se estes metabólitos exercem 

algum papel na resistência  ao metal.  

Este trabalho teve como objetivo avaliar alguns mecanismos fisiológicos e bioquímicos 

de C. aureum, na ausência e presença de Al. Foi testada a hipótese de que o Al atua estimulando 

o metabolismo primário e secundário da espécie. 

Material e métodos  

Material botânico, delineamento experimental e padronização de coleta 
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Plantas de Coccocypselum aureum (Spreng.) Cham. & Schltdl. com cerca de 15 pares 

de folhas foram coletadas no período do verão em latossolo amarelo do Cerrado sensu stricto 

na Floresta Nacional de Paraopeba no município de Paraopeba – MG (19°20’S e 44°20’W). 

As raízes das plantas foram inicialmente lavadas em água destilada para retirada do solo 

e em seguida desinfestadas em solução de hipoclorito de sódio 10% durante 10 minutos. As 

plantas foram cultivadas em sistema hidropônico, em baldes plásticos (3,8 l) pretos recobertos 

por papel alumínio, com solução nutritiva de Clark ½ força (Clark, 1975), sob aeração 

constante, em casa de vegetação (Viçosa, MG). Dois tratamentos foram utilizados: ausência de 

Al durante 60 dias (tratamento 1); e ausência de Al durante 30 dias e após este período 

acréscimo de 500 µM de Al por mais 30 dias (tratamento 2: 0 + 500). O Al foi fornecido na 

forma de AlCl3 com pH mantido em 4,5 e renovação das soluções a cada 7 dias, na estação do 

verão (meses de janeiro e fevereiro). A unidade experimental consistiu de um balde contendo 

uma planta de C. aureum e o delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Foram 

amostradas 5 plantas por tratamento.  

Fluorescência da clorofila a e trocas gasosas 

Os parâmetros de fluorescência de clorofila (Chl a) e simultaneamente trocas gasosas 

foram determinados em folhas totalmente expandidas do terceiro nó em 24h, 48h e 30 dias após 

adição de Al. As avaliações foram feitas utilizando um sistema analisador de troca de gases 

com infravermelho de fluxo aberto (LI-6400XT; LI-COR Inc., Lincoln, NE) equipado com uma 

câmara de fluorescência integrada (LI-6400-40; LI-COR Inc.). Os parâmetros de fluorescência 

inicial (F0), máxima (Fm), variável (Fv= Fm - F0) e o rendimento quântico máximo de PSII 

(Fv/Fm) foram avaliados em folhas aclimatadas no escuro por 90 minutos. Folhas aclimatadas 

à luz foram usadas para medir a fluorescência inicial (F´0) e máxima (F′m). Cálculos foram 

feitos para a eficiência de captura de excitação de PSII aberto (F′v/F′m), queching fotoquímico 

(qP), queching não fotoquímico (NPQ), rendimento quântico efetivo do PSII (ΦPSII), e taxa 

linear de transporte de elétrons (ETR), de acordo com Oxborough (2004).  

 Os parâmetros de trocas gasosas foram medidos em paralelo com as medições de 

fluorescência de Chl a, na mesma folha, no horário compreendido entre 8 e 12 h da manhã. 

Foram padronizados radiação de 1000 µmol fótons m-2s-1, concentração atmosférica de CO2 de 

400 µmol mol-1, temperatura entre 25 e 28 ºC, e umidade relativa de 70 a 77 %. Foram avaliados 

a taxa de assimilação de CO2 (A - μmol CO2 m2s-1), a condutância estomática (gs - mol H2O. 
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m-2.s-1), a transpiração (E - mmol m-2s-1), a  concentração interna de CO2    ( Ci - μmol CO2 mol-

1e) e a razão entre a concentração interna e externa de CO2  (Ci/Ca). 

Análises bioquímicas de metabólitos 

 Ao final do experimento, folhas de terceiro nó e porções da raiz com cerca de 5 

centímetros a partir do ápice foram coletadas no horário das 11 horas da manhã e congeladas 

rapidamente em nitrogênio líquido, sendo posteriormente armazenadas a -80ºC em ultra freezer. 

Amostras foram liofilizadas por 72 horas, moídas em moinho de bola e alíquotas de 

aproximadamente 15 mg utilizadas para análises de metabólitos. As alíquotas foram submetidas 

à extração com uma mistura de metanol-clorofórmio-água de acordo com Lisec et al. (2006). 

O metanol, fase solúvel, foi transferido para um tubo de 1,5 mL para a quantificação de açúcares 

e compostos fenólicos. O sedimento resultante foi sujeito a três lavagens com a mesma solução 

de extração. As concentrações de amido e proteína total foram quantificadas no sedimento 

obtido (Fernie et al. 2001). Os sobrenadantes e os sedimentos foram armazenados a -20 °C até 

análises posteriores. O amido e os açúcares solúveis (glicose, frutose e sacarose) foram 

analisados como descrito por Daloso et al. (2015) e Stitt et al. (1989). As concentrações de 

proteínas totais foram quantificadas como descrito por Cross et al. (2006) e os compostos 

fenólicos pela metodologia de Folin-Ciocalteu como descrito por Sun et al. (2007). A 

quantificação dos pigmentos clorofilas a e b foi realizada no primeiro passo da extração após a 

adição de metanol às amostras (antes da adição de clorofórmio e água). Todas as medições 

foram realizadas em um leitor de microplacas VersaMaxTM (Molecular Devices®). 

Histoquímica para Al, compostos fenólicos e alcaloides no caule e folha 

Ao final do experimento, foram coletadas amostras da região mediana de folhas de 

terceiro nó e da região internodal imediatamente abaixo, para análises histoquímicas. Amostras 

frescas (sem fixação em nenhum reagente) foram seccionadas em micrótomo de mesa e as 

secções foram submetidas ao reagente Solochrome Azurine (Denton e Oughton, 1993) para 

detecção de Al e ao reagente de Wagner (Furr e Mahlberg, 1981) para detecção de alcaloides. 

Lâminas de ambos os testes foram montadas em gelatina glicerinada. Adicionalmente, amostras 

de caule e folha, com a mesma padronização e período de tempo, foram coletados e fixados em 

solução de formalina 4% com sulfato ferroso 10%, por 72 horas, para histoquímica de 

compostos fenólicos.  O controle do teste foi feito com amostras coletadas e armazenadas em 

metanol P.A., por 72 horas e posteriormente transferidas para a solução de formalina 4% com 

sulfato ferroso 10% onde permaneceram por mais 72 horas.  Amostras depois de lavadas em 
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água destilada, foram submetidas à desidratação em série etílica (Johansen, 1940), incluídas em 

metacrilato (Historesina - Leica), seccionadas a 5 µm em micrótomo rotativo (modelo Spencer 

820, American Optical Corporation, EUA).  Lâminas histológicas foram montadas em 

Permount. 

Registro fotográfico foi feito em fotomicroscópio (modelo AX70 TRF, Olympus 

Optical, Tóquio, Japão) com câmera digital acoplada (Zeiss Axio Cam HR3, Zeiss, Göttingen, 

Alemanha). 

Abundância relativa de elementos por microanálise de raios-X (MEV-EDS) 

Amostras de caule e folha foram coletadas de acordo com a mesma padronização das 

análises de microscopia de luz. Nas raízes foram coletadas amostras apicais com 2cm de 

comprimento. As amostras foram fixadas em FAA 50% (Johansen, 1940), por 48h, e estocadas 

em álcool 70%. Após desidratação, em série etílica, as amostras foram secas ao ponto crítico 

em CO2 (CPD 030, BalTec, Balzers, Liechtenstein), afixadas em suportes metálicos e recobertas 

com carbono em evaporador Quorum (Q 150 T-E) para análise da abundância relativa (%) dos 

elementos Al, N, Mg, P, S, K, Ca, Mn, Fe, Cu e Zn  nos diferentes órgãos da planta. A análise 

foi realizada em microscópio eletrônico de varredura (1430 VP, LEO, Cambridge, Inglaterra), 

com sonda de raio-X acoplada, do Núcleo de Microscopia e Microanálise da UFV. 

Estatística 

Foi realizada estatística descritiva e obtidas as médias e desvios-padrões. Os dados 

foram submetidos à análise de variância (ANOVA) para detectar as diferenças entre os valores 

médios. Para verificar possíveis diferenças entre as médias dos grupos, foi aplicado teste de 

Tukey a 5 % de probabilidade, utilizando o software Sisvar (Ferreira, 2011). 

Resultados  

 Não foram observadas diferenças significativas nos parâmetros de trocas gasosas nos 

tempos de 24 e 48h após adição de Al (Figura 1). Estes valores não diferiram dos obtidos no 

tratamento sem Al. Entretanto, plantas submetidas a 500 µM de Al por 30 dias apresentaram 

maior taxa de assimilação de carbono (A), acompanhada de uma maior condutância estomática 

(gs) e transpiração (E), do que no tratamento sem Al (Figs. 1A-B, E). A taxa fotossintética (A) 

e a condutância estomática (gs) após 30 dias em plantas cultivadas com Al, foram, 

respectivamente, duas e três vezes maiores que as plantas crescidas na ausência do elemento. 

Não houve variações nos valores de carbono interno (Ci) e na razão Ci/Ca nos três tempos 

avaliados em ambos os tratamentos (Fig. 1C-D). Em plantas tratadas com Al ocorreu um 
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incremento de clorofilas a e b, um maior teor de clorofilas totais, não havendo diferença 

significativa na razão Chl a / Chl b (Fig. 1F-H). 

 Nos parâmetros de fluorescência da clorofila a não foram verificadas diferenças na 

eficiência fotoquímica máxima (Fv/Fm) e na eficiência de captura de excitação (F′v/F′m) do 

PSII nos tempos de 24h, 48h e 30 dias após a adição de Al na solução (Tabela 1). Por outro 

lado, a eficiência fotoquímica do PSII foi maior em plantas tratadas com Al nos três tempos 

avaliados (Tabela 1). Maior quenching fotoquímico (qP) foi verificado nos três tempos em 

plantas tratadas com Al, e maior quenching não fotoquímico (NPQ) apenas em 24h e 48h desse 

mesmo tratamento (Tabela 1). Além disso, incremento significativo na taxa de transporte de 

elétrons (ETR) ocorreu em plantas tratadas com Al em 48h e, em especial, aos 30 dias (Tabela 

1). Neste último tempo, plantas tratadas com Al apresentaram ETR 50% superior ao de plantas 

cultivadas sem o elemento.  

 A concentração de açúcares solúveis e amido foi semelhante nas folhas de plantas de 

ambos os tratamentos (Tabela 2). Apenas o teor de sacarose foi significativamente maior nas 

folhas de plantas cultivadas sem Al (Tabela 2). Por outro lado, na raiz, as concentrações de 

glicose, frutose e amido foram maiores nas plantas tratadas com Al (Tabela 2). Adicionalmente, 

plantas desse tratamento também apresentaram maior concentração de proteínas totais na folha 

e na raiz, sendo que na folha, a concentração foi duas vezes maior que nas plantas crescidas na 

ausência de Al (Tabela 2). 

 A concentração de compostos fenólicos na raiz e na folha foi significativamente maior 

nas plantas cultivadas com Al (Tabela 2). Além disso, os sítios de localização dos compostos 

fenólicos se sobrepuseram aos de Al em ambos os órgãos (Fig. 2 e 3). Na folha houve 

sobreposição de sítios no parênquima paliçádico e lacunoso (Fig. 2B, D) e no caule em células 

parenquimáticas do córtex e medula (Fig. 3B, D). Também verificamos a mesma sobreposição 

dos sítios de alcaloides com Al (Fig. 2B, F; Fig. 3B, F), conforme visualizado para os compostos 

fenólicos. 

 Houve aumento significativo na proporção relativa de Al na raiz, no caule e na folha de 

plantas do tratamento com Al (Tabela 3). Nessas plantas a raiz apresentou a maior abundância 

relativa de Al, sendo o dobro da abundância relativa da folha e cerca de 50% a mais do que o 

caule (Tabela 3). Além disso, plantas crescidas na presença de Al também apresentaram 

maiores porcentagens de N, K, Mg e Fe na folha, de Fe e Cu no caule e P, S, Cu e Zn na raiz 

(Tabela 3). Plantas cultivadas sem Al exibiram maiores porcentagens de P, Ca, Cu e Zn na folha 

e de N, Ca e Mn na raiz (Tabela 3). A abundância relativa da maior parte dos elementos 
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analisados não diferiu em ambas as condições de tratamento no caule, assim como as 

concentrações de S e Mn na folha e K, Mg e Fe na raiz (Tabela 3). 

 

Discussão 

 Os resultados confirmam investigações anteriores de campo que relatam C. aureum 

como uma espécie acumuladora de Al (Castro, 2013), que não apenas exibe alta resistência ao 

Al, mas que também apresenta alterações do metabolismo primário e secundário na ausência 

do elemento. As respostas de C. aureum frente a exposição ao Al podem ser interpretadas como 

uma adaptação da espécie a solos do Cerrado que são ácidos e com alta concentração de Al. 

Respostas semelhantes têm sido documentadas entre espécies acumuladoras de diferentes 

famílias botânicas como Melastoma malabathricum (Melastomataceae) (Watanabe et al., 

2006), Camellia sinensis (Hajiboland et al., 2013a) e Camellia japonica (Theaceae) (Liu et al., 

2020).  

 A redução da condutância estomática nas plantas do tratamento sem Al aos 30 dias pode 

ter sido responsável pela redução da taxa de transpiração, mas não da taxa fotossintética, uma 

vez que a relação Ci/Ca não sofreu alteração (Fig. 1). Nesse caso, a restrição na assimilação 

líquida de carbono pode ter ocorrido devido a alterações na atividade das enzimas envolvidas 

no processo e ao menor conteúdo de clorofilas a e b, que podem estar relacionadas as 

concentrações relativas de K, Fe e Mg nas folhas (Tabela 3), uma vez que esses elementos 

participam da estrutura e ativação das enzimas e pigmentos relacionados à fotossíntese 

(Broadley et al., 2012; Hawkesford et al., 2012).  

 Por outro lado, o aumento da taxa fotossintética nas plantas de C. aureum cultivadas 

com Al está associado ao maior teor de clorofilas a e b (Fig. 1F-G) e ao aumento considerável 

dos níveis de compostos de nitrogênio e de carbono na raiz e compostos de nitrogênio na folha 

(Tabela 2). Efeito semelhante com espécies acumuladoras cultivadas em sistema hidropônico 

foi observado em Camelia sinensis exposta a 300 µM de Al (Hajiboland et al., 2013a) e 

Camellia japonica exposta a 500 e 1000 µM de Al (Liu et al., 2020). Em espécies arbóreas 

acumuladoras de Al, Quercus serreata e Qualea grandiflora, um estímulo dos parâmetros 

bioquímicos também foram observados (Moriyama et al., 2015; Cury et al., 2019).  

 Plantas cultivadas com ou sem Al não apresentaram alterações nas razões de Fv/Fm e 

F´v/F´m (Tabela 1), sendo que o valor médio de Fv/Fm de ambos tratamentos nos três tempos 

avaliados foi em torno de 0,77; o que indica que não houve danos ao aparelho fotossintético 

(Bolhàr-Nordenkampf et al., 1989). Adicionalmente, em 24h, 48h e 30 dias o tratamento com 
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Al em C. aureum estimulou o quenching fotoquímico (qP), a maior eficiência fotoquímica do 

PSII e em 48h e 30 dias a taxa de transporte de elétrons (ETR) (Tabela 1). O aumento do qP 

indica que o Al parece ter estimulado a eficiência fotossintética desde os tempos iniciais de 24 

e 48h até aos 30 dias. Proporcionalmente, nos mesmos tempos, o PSII apresentou o maior valor 

de rendimento quântico efetivo, indicando que não houve prejuízos ao seu funcionamento, fato 

que pode ser reforçado pela maior taxa de transporte de elétrons (ETR) (Tabela 1). O aumento 

do NPQ nas plantas tratadas com Al apenas nos tempos de 24 e 48h demonstra que o excesso 

de energia, que possa ter sido gerado pela aclimatação inicial à adição de Al, foi dissipado de 

maneira não fotoquímica, evitando assim, a ocorrência de danos fotoquímicos. Resultado 

divergente foi encontrando em Camellia sinensis que não apresentou nenhuma alteração dos 

parâmetros de fluorescência da clorofila a, mesmo com aumento significativo nas trocas 

gasosas em condição de cultivo na presença de Al por 60 dias (Hajiboland et al., 2013a). 

 Abundância relativa considerável de Al foi encontrada nas raízes e na parte aérea de 

plantas de C. aureum cultivadas na ausência de Al em hidroponia (tabela 3). Esta abundância 

relativa se deve ao fato de as plantas terem crescido inicialmente em solo do Cerrado. Para 

análise foram amostradas folhas e regiões do caule e raízes que se desenvolveram após 

transferência das plantas para o sistema de hidroponia. Assim, é plausível supor que ocorreu 

uma redistribuição do Al acumulado em partes mais velhas, provenientes de campo, para as 

partes jovens. Plantas crescidas na presença de Al em hidroponia, também apresentaram 

maiores proporções relativas de importantes elementos como N, K, Mg e Fe na folha, e P, S, 

Cu e Zn na raiz (Tabela 3), o que pode em parte, conforme exposto acima, ter contribuído para 

as melhores respostas metabólicas e bioquímicas nesse tratamento. A maior abundância relativa 

dos elementos Mg e N estiveram associadas, respectivamente, ao aumento do teor na folha de 

clorofilas a e b (Fig. 1F) e maior teor de proteínas (Tabela 2). O Mg e o N são elementos 

essenciais que compõem a estrutura da clorofila, adicionalmente o N   está envolvido na 

composição da estrutura química dos aminoácidos, os monômeros das proteínas (Hawkesford 

et al., 2012). Proteínas induzidas pela presença de Al podem estar envolvidas no metabolismo 

de ácidos orgânicos ou no transporte de ânions de ácidos orgânicos (Ma et al., 2001) que por 

sua vez, contribuem para a tolerância ao Al (Brunner e Sperisen, 2013; Grevenstuk e Romano, 

2013) 

 Nossos resultados também mostraram um incremento na abundância relativa de Fe na 

parte aérea e uma baixa proporção relativa desse elemento na raiz de plantas do tratamento com 

Al comparadas as do tratamento sem Al (Tabela 3). O Fe está associado ao maior teor de 
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clorofilas, dado que esse elemento é necessário para a síntese de alguns dos complexos 

clorofila-proteína no cloroplasto, além de compor a estrutura dos citocromos (Broadley et al., 

2012). Nossos resultados estão de acordo com os obtidos para, Camellia japonica que quando 

submetida a 1000 µM de Al exibiu um aumento da concentração de Fe nas folhas (Liu et al., 

2020). Por outro lado, as espécies Melastoma malabathricum e Camellia sinensis apresentaram 

uma redução no teor de Fe foliar em tratamentos com 500 e 300 µM com Al, respectivamente 

(Watanabe et al., 2006; Hajiboland et al., 2013b). Esses resultados divergentes indicam que a 

relação Fe-Al precisa ser melhor investigada entre espécies acumuladoras de Al. 

 A abundância relativa de P nas raízes de C. aureum tratadas com Al foi superior as não 

tratadas (Tabela 3). A formação de complexos de Al com P é um dos principais fatores 

responsáveis pela redução da concentração de P em espécies sensíveis (Rahman et al., 2018), 

entretanto em espécies acumuladoras, o Al parece não exercer este mesmo efeito, pelo 

contrário, tem-se verificado um aumento da concentração interna nos tecidos, especialmente na 

raiz (Cury et al., 2019; Liu et al., 2020).  

A sobreposição dos sítios de acúmulo de Al com os de compostos fenólicos e alcaloides nas 

células parenquimáticas do caule e no parênquima clorofiliano da folha de C. aureum (Fig. 2 e 

3) sugere que a complexação do Al por esses compostos do metabolismo secundário seja um 

mecanismo de tolerância da espécie. De fato, em plantas de C. aureum tratadas com Al houve 

uma maior produção de fenólicos (Tabela 2). Em Camellia sinensis foi também verificado um 

aumento da concentração de compostos fenólicos em tratamentos com 15, 200 e 400 µM de Al 

(Mukhopadyay et al., 2012). A complexação do Al com compostos fenólicos, em especial os 

com alto peso molecular, tem sido apontado como uma importante estratégia de resistência em 

espécies acumuladoras, em razão da alta afinidade e capacidade de ligação desses compostos 

com o Al3+ (Nagata et al., 1992; Zhang et al., 2016), mas as participações dos alcaloides não 

têm sido considerada. Espécies de Rubioideae além de serem acumuladoras de Al, são descritas 

como típicas produtoras de metabólitos secundários, da classe dos alcaloides indólicos e 

iridoides, sendo muitos inclusive de interesse farmacológico (Martin e Nunez, 2015; Moreira 

et al., 2015). Apesar de nenhum estudo apontar a participação dos alcaloides como mecanismo 

de resistência, nossos testes histoquímicos sugerem, em decorrência da sobreposição de 

acúmulo, o envolvimento desses compostos na resistência ao Al.  

Conclusão 

 Nesse estudo verificamos um efeito benéfico do Al sobre o metabolismo primário e 

secundário de C. aureum em decorrência de um estímulo da fotossíntese, dos parâmetros da 
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fluorescência da clorofila a, da maior concentração de glicose, frutose e amido na raiz e 

proteínas na raiz e na folha, bem como um aumento da produção de compostos fenólicos, 

quando comparamos com dados obtidos em plantas cultivadas na ausência deste elemento. A 

maior abundância relativa de nutrientes como Fe, Mg e N estiveram relacionados ao 

melhoramento desses parâmetros em plantas que receberam Al. Alcaloides e compostos 

fenólicos devem estar envolvidos na complexação do Al na parte aérea de C. aureum dada 

sobreposição dos sítios de acúmulo, em especial os compostos fenólicos que além disso, foram 

produzidos em maior concentração em plantas cultivadas na presença de Al.  
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Figura 1: Parâmetros de trocas gasosas e teor de Clorofila a e b em plantas de Coccocypselum aureum cultivadas 
por 60 dias, em hidroponia, sem Al (0) e com adição de Al (0 + 500 μM) após 30 dias sem Al. Análises de trocas 
gasosas realizadas em 24h, 48h e 30 dias após adição de Al e teor de clorofilas ao final do experimento (60 dias). 
Taxa líquida de assimilação de carbono (A), condutância estomática (gs), carbono interno (Ci), relação entre 
carbono interno e externo (Ci/Ca), transpiração (E), teor de clorofila a e b (Chl), teor de clorofila total (Chl a + b) 
e razão de clorofila a e b (Chl a / Chl b). Cada coluna representa a média ± desvio padrão (n = 5). Letras maiúsculas 
indicam diferenças significativas (p ≤ 0,05) entre os tratamentos em cada tempo e letras minúsculas denotam 
diferenças significativas (p ≤ 0,05) entre os tempos em cada tratamento, de acordo com o teste de Tukey.  
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Figura 2: Localização histoquímica de Al, compostos fenólicos e alcaloides em folhas (cortes transversais) de 
plantas de Coccocypselum aureum cultivadas por 60 dias, em hidroponia, sem Al (0), em A, C, E; e com adição 
de Al (0+500 μM), B, D, F, após 30 dias na ausência de Al. Análise realizada ao final do experimento. A e B: teste 
com Solochrome Azurine. Cor azul em B indica presença de Al. C e D: teste com formalina em sulfato ferroso 
(FSF). Cor marron indica presença de compostos fenólicos. E e F: teste com Reagente de Wagner. Cor acastanhada 
escura indica presença de alcaloides.  
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Figura 3: Localização histoquímica de Al, compostos fenólicos e alcaloides na região cortical do caule (cortes 
transversais) de plantas de Coccocypselum aureum cultivadas por 60 dias, em hidroponia, sem Al (0), em A, C, E; 
e com adição de Al (0+500 μM) B, D, F, após 30 dias na ausência de Al. Análise realizada ao final do experimento.  
A e B: teste com Solochrome Azurine. Cor azul em B indica presença de Al. C e D: teste com formalina em sulfato 
ferroso (FSF). Cor marron indica presença de compostos fenólicos. E e F: teste com Reagente de Wagner. Cor 
acastanhada escura indica presença de alcaloides.  
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Tabela 1: Parâmetros de fluorescência da clorofila a em Coccocypselum aureum cultivado por 60 dias, em 
hidroponia, sem Al (0) e com adição de Al (0+500 μM) após 30 dias na ausência de Al. Análises realizadas em 
24h, 48h e 30 dias após adição de Al à solução.   
 

PARÂMETROS 

 

Tratamento sem Al   Tratamento com Al (0 + 500 µM) 

24h 48h 30 dias 

 

24h 48h 30 dias 

Fv/Fm 0,77 ± 0,01 Aa 0,77 ± 0,01 Aa 0,77 ± 0,01 Aa 0,77 ± 0,01 Aa 0,77 ± 0,01 Aa 0,77 ± 0,01 Aa 

F´v/F´m 0,56 ± 0,02 Aa 0,54 ± 0,01 Aa 0,54 ± 0,04 Aa 0,55 ± 0,02 Aa 0,53 ± 0,03 Aa 0,56 ±0,03 Aa 

qP 0,18 ± 0,01 Ba 0,22 ± 0,04 Ba 0,19 ± 0,01 Ba 0,27 ± 0,02 Aa 0,30 ± 0,02 Aa 0,28 ± 0,03 Aa 

NPQ 1,22 ± 0,11 Bb 1,37 ± 0,10 Bb 2,37 ± 0,39 Aa 1,61 ± 0,21 Ab 2,05 ± 0,23 Aa 1,52 ± 0,33 Bb 

ΦPSII 0,10 ± 0,01 Bb 0,13 ± 0,01 Ba 0,09 ± 0,00 Bb 0,13 ± 0,01 Ab 0,16 ± 0,01 Aa 0,14 ± 0,01 Ab 

ETR 50,08 ± 6,64 Aa 56,78 ± 4,42 Ba 40,32 ± 1,48 Bb 57,25 ± 2,51 Ab 68,72 ± 3,71 Aa 60,95 ± 4,26 Ab 

*Fv/Fm - Eficiência fotoquímica máxima do PSII), eficiência de captura de excitação do PSII (F′v/F′m), quenching 

fotoquímico (qP), queching não fotoquímico (NPQ), rendimento quântico efetivo do PSII (ΦPSII) e taxa linear de 
transporte de elétrons (ETR). 
Dados representam médias ± desvio padrão (n = 5). Letras maiúsculas indicam diferenças significativas (p ≤ 0,05) 
entre os tratamentos em relação a cada período de tempo e letras minúsculas denotam diferenças significativas (p 
≤ 0,05) entre os tempos dentro de cada tratamento, de acordo com o teste de Tukey. 
 

 

 

 

Tabela 2: Teor de proteínas totais, açúcares (glicose, frutose e sacarose), amido e fenóis totais na folha e raiz de 
Coccocypselum aureum cultivado por 60 dias, em hidroponia, sem Al (0) e com adição de Al (0+500 μM) após 30 
dias na ausência de Al. Análise realizada 30 dias após adição de Al à solução.   

Parâmetros 

Tratamentos com Al 

Folha 

  

Raiz 

Sem Al Com Al (0 + 500 µM) Sem Al Com Al (0 + 500 µM) 

Proteínas (mg g-1 FW) 2,43 ± 0,40 Bb 5,74 ± 0,25 Ab 7,35 ± 0,49 Ba 8,65 ± 0,83 Aa 

Glicose (mmol Kg-1 FW) 151,11 ± 0,40 Aa 150,73 ± 2,83 Aa 133,12 ± 1,43 Bb 146,57 ± 4,33 Aa 

Frutose (mmol Kg-1 FW) 150,34 ± 2,26 Aa 150,22 ± 3,22 Aa 124,23 ± 1,75 Bb 130,33 ± 1,65 Ab 

Sacarose(mmol Kg-1 FW) 77,98 ± 2,47 Ab 68,34 ± 1,36 Bb 127,32 ± 9,44 Aa 126,29 ± 11,30 Aa 

Amido (mmol Kg-1 FW) 123,21 ± 12,89 Aa 117,60 ± 14,83 Aa 7,57 ± 0,33 Bb 9,67 ± 0,45 Ab 

Fenóis (ug mg -1 FW) 17,00 ± 2,55 Ba 63,60 ± 6,66 Aa 4,87 ± 1,88 Bb 12,31 ± 2,19 Ab 

Os dados representam médias ± desvio padrão (n = 5). Letras maiúsculas indicam diferenças significativas (p ≤ 
0,05) entre os tratamentos dentro dos órgãos e letras minúsculas denotam diferenças significativas (p ≤ 0,05) dos 
órgãos dentro de cada tratamento, de acordo com o teste de Tukey. 
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Tabela 3: Abundância relativa de N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn, Zn e Al na raiz, caule e folha de Coccocypselum aureum cultivado por 60 dias, em hidroponia, sem Al (0) e 
com adição de Al (0+500 μM) após 30 dias na ausência de Al. Análise realizada ao final do experimento (60 dias).   

Os dados representam médias ± desvio padrão (n = 5). Letras minúsculas indicam diferenças significativas (p ≤ 0,05) entre os tratamentos dentro de cada órgão de acordo com 

o teste de Tukey. 

 

 

 

 

 

 

 

Órgão 

 

Tratamento 

 

N (%) 

 

P (%) 

 

K (%) 

 

Ca (%) 

 

Mg (%) 

 

S (%) 

 

Cu (%) 

 

Fe (%) 

 

Mn (%) 

 

Zn (%) 

 

Al (%) 

 

RAIZ 

0 

0 + 500 

40,40 ± 0,92a 

27,08 ± 1,00b 

12,13 ± 0,3b 

16,49 ± 0,60a 

1,89 ± 0,18a 

1,97 ± 0,15a 

15,78 ± 0,47a 

6,14 ± 0,41b 

4,33 ± 0,36a 

3,57 ± 0,27a 

6,94 ± 0,22b 

8,88 ± 0,38a 

1,79 ± 0,10b 

7,74 ± 0,34a 

10,03 ± 1,11a 

12,05 ± 0,46a 

0,14 ± 0,02a 

0,08 ± 0,01b 

0,63 ± 0,07b 

1,56 ± 0,13a 

5,89 ± 0,22b 

14,47 ± 0,52a 

 

CAULE 

0 

0 + 500 

29,28 ± 0,78a 

29,91 ± 1,76a 

5,07 ± 1,12a 

3,71 ± 0,40a 

2,27 ± 0,43a 

1,61 ± 0,13a 

34,65 ± 5,08a 

33,41 ± 1,51a 

2,46 ± 0,21a 

3,07 ± 0,18a 

18,60 ± 1,08a 

14,95 ± 1,35a 

0,64 ± 0,17b 

1,33 ± 0,15a 

1,75 ± 0,42b 

3,13 ± 0,24a 

0,33 ± 0,04a 

0,45 ± 0,06a 

0,96 ± 0,06a 

0,80 ± 0,04a 

5,90 ± 0,40b 

10,39 ± 0,50a 

 

FOLHA 

0 

0 + 500 

26,43 ± 1,62b 

32,00 ± 0,40a 

4,67 ± 0,39a 

3,12 ± 0,49b 

1,64 ± 0,17b 

2,46 ± 0,16a 

30,28 ± 1,55a 

25,00 ± 0,91b 

2,85 ± 0,08b 

3,28 ± 0,19a 

27,68 ± 2,37a 

24,54 ± 1,31a 

2,42 ± 0,17a 

1,04± 0,25b 

0,72 ± 0,07b 

1,18 ± 0,12a 

0,23 ± 0,05a 

0,27 ± 0,03a 

2,21 ± 0,31a 

0,57 ± 0,12b 

3,15 ± 0,24b 

7,50 ± 0,41a 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 Experimento utilizando o cultivo hidropônico permitiu um melhor entendimento das 

respostas de C. aurem ao Al. Destacamos, no entanto, que há necessidade se estabelecer 

metodologia de cultivo em laboratório ou em casa de vegetação da espécie para a obtenção de 

plantas matrizes a serem utilizadas. Não foi possível a obtenção dos indivíduos em número 

adequado, a partir de sementes ou estacas, e como método alternativo foram utilizados 

indivíduos provenientes diretamente de campo, o que foi responsável por uma alta carga de Al 

mesmo nas plantas do tratamento sem Al. Como o Al se mostrou benéfico para o crescimento 

normal da espécie no estágio vegetativo que utilizamos nesse estudo, inferimos que ele também 

se fará necessário em protocolos de cultivo em condições laboratoriais, como no cultivo em 

cultura de tecidos. Mesmo considerando essa hipótese, esse tipo de metodologia será vantajoso, 

pois será possível controlar a dosagem de Al utilizada e a obtenção de uma matriz de plantas 

mais homogênea, além do estudo da espécie nas etapas de germinação e de implantação do 

desenvolvimento da plântula. 

 Em estudos futuros, a realização de análises parciais, a fim de acompanhar a evolução 

dos parâmetros selecionados, no início do experimento e logo após os 30 dias, antes da alteração 

ou aplicação das dosagens de Al, será essencial. Além disso, testes com dosagens inferiores a 

250 µM de Al para plantas que serão cultivadas durante todo período experimental na presença 

de Al serão necessários. Os pontos destacados anteriormente serão de fundamental relevância 

para a melhor compreensão da ação do Al em C. aureum em se tratando principalmente da 

nutrição mineral. 
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