ANA PAULA PIRES MARQUES

ALUMINIO: ELEMENTO BENEFICO OU ESSENCIAL PARA A ESPECIE DE
CERRADO Borreria latifolia (RUBIACEAE)?

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do Programa de
Pos-Graduagdo em Botanica, para obtengdo do
titulo de Doctor Scientiae.

Orientadora: Aristéa Alves Azevedo

VICOSA - MINAS GERAIS
2021



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade

Federal de Vigosa - Campus Vigosa

T

M357a
2021

Marques. Ana Paula Pires. 1990-

Aluminio: elemento benéfico ou essencial para a espécie de
cerrado Borreria latifolia (Rubiaceae)? / Ana Paula Pires
Marques. — Vigosa. MG. 2021.

1 tese eletronica (87f.): 1l. (algumas color.).

Orientador: Aristéa Alves Azevedo.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vicosa.
Departamento de Biologia Vegetal. 2021,

Inclhu bibliogratia.

DOI: https://doi.org/10.47328/utvbbt.2022.289

Modo de acesso: World Wide Web.

1. Borreria latifolia. 2. Plantas - Efeito do aluminio.
3. Meristemas. 4. Fotossintese, I. Azevedo. Aristéa Alves, 1949-.
II. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de Biologia
Vegetal. Programa de Pos-Graduacdo em Botanica. II1. Titulo.

CDD 22. ed. 583.93

Bibliotecario(a) responsavel: Bruna Silva CRB6/2552




ANA PAULA PIRES MARQUES

ALUMINIO: ELEMENTO BENEFICO OU ESSENCIAL PARA A ESPECIE DE
CERRADO Borreria latifolia (RUBIACEAE)?

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vicosa, como parte das exigéncias do Programa de
Pos-Graduagdo em Botéanica, para obtencdo do
titulo de Doctor Scientiae.

APROVADA: 29 de outubro de 2021.

Assentimento:

9%%04 éﬂ/mﬁ %,wﬂ,,.

Ana Paula Pires Marque
Autora

JAflsteé Al\@s Azevedo

Orientadora




“Quando a saudade ¢ demais, ela transborda pelos olhos”.

Dedicado ao meu pai, Moacir Eugénio F. Marques.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pelo sustento nos momentos dificeis € a minha familia pelo amor
incondicional.

Ao meu pai por tudo que conquistei e me tornei.

A minha mae pelo exemplo de forca e perseveranca.

Ao meu irmao pelo cuidado e protegao.

Ao meu companheiro Gabriel pela amizade e por caminhar ao meu lado durante todos
€sses anos.

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela
concessao da bolsa de estudos.

A Universidade Federal de Vigosa - UFV por essa realizag¢ao profissional.

Ao Departamento de Biologia Vegetal, principalmente ao Programa de P6s-Graduagio
em Botanica, pela estrutura necessaria para o desenvolvimento do trabalho.

Aos professores das disciplinas que cursei por todo conhecimento transmitido.

A minha orientadora Aristéa Alves Azevedo pelos bons e inesqueciveis momentos
vividos durante todos esses anos de parceria. Pelos ensinamentos, paciéncia e carinho.

Ao professor Cleberson Ribeiro pela coorientagdo.

A Danielle S. Brito pelo auxilio nas analises bioquimicas.

Aos funcionarios do Nucleo de Microscopia e Microandlise da UFV pelas orientagdes
nas analises de microscopia confocal e de varredura.

As técnicas Aurora e Rosana pela assisténcia técnica e conversas descontraidas.

Ao Programa de Fisiologia Vegetal, em nome dos professores Fabio Murilo da Matta,
Adriano Nunes Nesi e Wagner Aratijo por cederem os equipamentos e laboratdrios.

Aos amigos que fiz no laboratério de Anatomia Vegetal, que tanto me ajudaram na
realiza¢dao desse trabalho, em especial aos estagidrios Jodo Santana e Maria das Gragas pelo
auxilio na montagem do experimento e processamento de material.

Ao meu querido amigo Ivan Becari pelos bons momentos vividos nessa caminhada,
pelas risadas e companhia. Vocé foi um dos grandes presentes que recebi em todos esses anos!

A todos que de alguma forma contribuiram para a minha conquista.

Obrigada!



BIOGRAFIA

Ana Paula Pires Marques, filha de Moacir Eugénio Fadini Marques e Maria Emilia Pires, nasceu
em Belo Horizonte, MG, em 03 de outubro de 1990. Cursou o ensino médio no Centro de
Educacao e Cultura (CEC) Diocesano na cidade de Janauba, Minas Gerais, no periodo de 2006
a2008. Ingressou na Universidade Estadual de Montes Claros (UNIMONTES) em fevereiro de
2010, e concluiu o curso de bacharelado em Ciéncias Biologicas em dezembro de 2013. Durante
a graduacdo, participou de atividades de pesquisa, ensino e extensdo, dentre as quais se
destacam: bolsista de iniciagdo cientifica, CNPq e Petrobras (PFRH), no laboratério de
Micropropagagcdo Vegetal, onde trabalhou com organogénese e morfoanatomia vegetal;
monitora na disciplina de Anatomia Vegetal (1° semestre de 2012); membro do colegiado de
Ciéncias Biologicas Bacharelado (2012 - 2013) e da comissao organizadora do II Simpdsio do
PPGCB, XIV Semana da Biologia e IX Encontro Norte Mineiro de Bidlogos (2012). Em marco
de 2014 iniciou o mestrado em Botanica, énfase em anatomia vegetal, pelo Departamento de
Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vicosa (UFV), concluindo o curso em margo de
2016 com a defesa da dissertagdo intitulada “Actimulo e fitotoxidade do flior em Arabidopsis
thaliana (Brassicaceae)”. Em marco de 2016 ingressou no curso de doutorado em Botanica da
UFV, durante o qual trabalhou investigando os mecanismos de resisténcia de plantas nativas do
cerrado ao aluminio. Durante o doutorado, participou como membro da comissao organizadora
do XIII Congresso de Ecologia do Brasil e III International Symposium of Ecology and
Evolution (2017) e como palestrante da mesa redonda "Climatologia de Eventos Extremos no
Brasil" no XV Congresso Nacional de Meio Ambiente de Pocos de Caldas e II Simposio de
Apicultura (2018). Ministrou minicursos/exposi¢des na area de botanica nos eventos: 38°
Encontro Regional de Botanicos de Minas Gerais, Bahia e Espirito Santo — ERBOT (2018); 4°
e 5° edi¢do do Ciéncias na Praca (2018) e Simposio de Integragdo Académica - STA (2019). Em
dezembro de 2020 assumiu como técnica de laboratdrio em microscopia no Centro de Formagao
de Professores da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB) - Campus Amargosa.
Em outubro de 2021 defendeu a tese intitulada “Aluminio: elemento benéfico ou essencial para

a espécie de cerrado Borreria latifolia (Rubiaceae)?”



RESUMO

MARQUES, Ana Paula Pires, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2021.
Aluminio: elemento benéfico ou essencial para a espécie de cerrado Borreria latifolia
(Rubiaceae)? Orientadora: Aristéa Alves Azevedo.

O ion trivalente de aluminio (AI**) é toxico para maioria das plantas em solos 4cidos, porém
para algumas espécies nativas este metal ¢ considerado benéfico. Recentemente, foi
comprovada a essencialidade do metal para a espécie hiperacumuladora Camellia sinensis (cha-
da-india) e relatado que o desenvolvimento da lenhosa de cerrado Vochysia tucanorum ¢é
prejudicado na auséncia deste elemento. Entretanto, ainda ndo ha relatos da essencialidade do
Al para espécies do cerrado e o seu efeito no metabolismo de plantas hiperacumuladoras, como
a herbacea Borreria latifolia (Rubiaceae), ndo foi totalmente elucidado. Neste trabalho
avaliamos as repostas morfologicas, anatdomicas, bioquimicas e fisiologicas de individuos de B.

latifolia, coletados em solo de cerrado, e submetidos, em hidroponia, a 0 pM de AI**

por 57
dias (TO) e 0 uM de AI*" por 40 dias, acrescentando-se, ap6s esse periodo, 500 uM de AI** por
mais 17 dias (T0+500). A principio, plantas T0+500 permaneceriam 40 dias sem e 40 dias com
o Al, porém o tempo de exposi¢do ao metal teve que ser reduzido para 17 dias pois alguns
individuos TO morreram, indicando que as demais plantas desse tratamento nao sobreviveriam
por mais tempo. Apds 57 dias de cultivo na auséncia do Al (TO), plantas de B. latifolia
apresentaram raizes escurecidas e gelatinosas, folhas necrosadas e morte de gemas axilares e
de meristemas apicais caulinares. Diversos danos histologicos, como hipertrofia, alteragcdes
mitoéticas, descolamento de células na raiz e senescéncia de coléteres, foram observados nesse
tratamento. Nos 40 dias sem Al, individuos TO+500 exibiam necroses em folhas, em apices de
raizes e de caules. Porém, apods a adi¢ao de Al, observou-se producao de raizes saudaveis de
coloragdo clara e de brotagdes caulinares, sem alteragdes anatomicas, que se desenvolveram a
partir de gemas adventicias. Houve acimulo do Al em todos os tecidos dos 0rgdos vegetativos,
inclusive em células condutoras do xilema. Adicionalmente, o Al foi registrado em coléteres,
indicando uma possivel exsudacdo do elemento, e em nucleos e nucléolos de células
meristematicas, o que pode estar relacionado com sua participagdo na manutencdo da
integridade do DNA. O Al reduziu o teor de malonaldeido e eletrolitos extravasados e elevou,
no geral, o estado nutricional de B. latifolia. Como consequéncia, houve aumento no indice

Spad das folhas e na producdo de biomassa total pelas plantas TO+500. A andlise de trocas



gasosas confirmou que o Al aumentou os valores de todos os parametros, exceto da eficiéncia
do uso da agua, nos trés tempos de avali¢ao (24 horas, 48 horas ¢ 17 dias apos adi¢dao do Al na
solucao de plantas T0+500). O mesmo foi observado para a taxa de transporte de elétrons, a
eficiéncia de excitacdo e o rendimento efetivo do PSII na presenca de Al, juntamente com a
reducdo do coeficiente ndo fotoquimico. Ja o cultivo sem Al apresentou o CO: intracelular
aumentado concomitante a queda do rendimento méximo do PSII e do coeficiente fotoquimico
no final do cultivo. Em paralelo, o teor de amido nas raizes desse tratamento foi maior que na
presenca do metal, enquanto os teores de fenois ndo diferiram entre os tratamentos. O Al, em
plantas TO+500, aumentou os teores de clorofilas a e b, de proteinas nas folhas, acompanhado
pelas maiores abundancias relativas de Al, S e Zn, em relacao a TO. Além disso, o Al promoveu
o incremento de acticares soliveis na raiz, associado ao aumento na propor¢ao relativa de Al e
K e aredug¢do dos percentuais de Zn, Cu e Fe em TO+500 com relagdo a TO. Maiores percentuais
de N, Mg e Cu na folha foram observadas em TO. Esses resultados evidenciam que o Al nuclear
¢ essencial para B. latifolia ao manter a atividade e integridade de células meristematicas e que
o metal atua estimulando a fotossintese, através do reequilibrio nutricional. A retomada do
crescimento ¢ do desenvolvimento se deu com a elevagdo da sintese de proteinas,
provavelmente as envolvidas no reparo de danos oxidativos e no processo de fotossintese, €

com relagdo fonte-dreno sendo restabelecida no metabolismo de acticares.

Palavras-chave: Hiperacumuladora de aluminio; Aluminio essencial; Meristemas; Fotossintese;

Herbaceas do cerrado.



ABSTRACT

MARQUES, Ana Paula Pires, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October, 2021.
Aluminum: a beneficial or essential element for the cerrado species Borreria latifolia
(Rubiaceae)? Adviser: Aristéa Alves Azevedo.

The trivalent aluminum ion (AI**) is toxic to most plants in acidic soils, but for some native
species this metal is considered beneficial. Recently, the essentiality of the metal was confirmed
for the hyperaccumulating species Camellia sinensis (Indian tea) and it was reported that the
development of the woody cerrado species Vochysia tucanorum is impaired in the absence of
this element. However, there are still no reports of Al essentiality for cerrado species and its
effect on the metabolism of hyperaccumulator plants, such as the herbaceous Borreria latifolia
(Rubiaceae), has not been fully elucidated. In this work, we evaluated the morphological,
anatomical, biochemical and physiological responses of individuals of B. latifolia, collected in
cerrado soil, and submitted, in hydroponics, to 0 uM of AI** for 57 days (T0) and 0 uM of AI**
for 40 days, adding, after this period, 500 uM of AI** for another 17 days (T0+500). At first,
T0+500 plants would remain 40 days without and 40 days with Al, but the exposure time to the
metal had to be reduced to 17 days because some TO individuals died, indicating that the other
plants of this treatment would not survive longer. After 57 days of cultivation in the absence of
Al (TO), B. latifolia plants showed darkened and gelatinous roots, necrotic leaves and death of
axillary buds and stalk apical meristems. Several histological damages, such as hypertrophy,
mitotic alterations, root cell detachment and colleter senescence, were observed in this
treatment. In the 40 days without Al, TO+500 individuals exhibited necrosis in leaves, roots and
stems. However, after the addition of Al, it was observed production of healthy roots and of
light color and stems buds, without anatomical changes, which developed from adventitious
buds. There was accumulation of Al in all tissues of vegetative organs, including conducting
cells of the xylem. Additionally, Al was recorded in colleters, indicating a possible exudation
of the element, and in nuclei and nucleoli of meristematic cells, which may be related to its
participation in the maintenance of DNA integrity. Al reduced the content of malonaldehyde
and extravasated electrolytes and increased, in general, the nutritional status of B. latifolia. As
a consequence, there was an increase in the Spad index of the leaves and in the production of
total biomass by T0+500 plants. The gas exchange analysis confirmed that Al increased the

values of all parameters, except for water use efficiency, in the three evaluation times (24 hours,



48 hours and 17 days after addition of Al in the T0+500 plant solution). The same was observed
for the electron transport rate, the excitation efficiency and the effective yield of PSII in the
presence of Al, together with the reduction of the non-photochemical coefficient. On the other
hand, the cultivation without Al presented increased intracellular CO2 concomitantly with the
decrease in the maximum yield of PSII and the photochemical coefficient at the end of the
cultivation. In parallel, the starch content in the roots of this treatment was higher than in the
presence of the metal, while the phenol content did not differ between treatments. Al, in TO+500
plants, increased the levels of chlorophylls a and b, of proteins in the leaves, accompanied by
higher relative abundances of Al, S and Zn, in relation to TO. In addition, Al promoted an
increase in soluble sugars in the root, associated with an increase in the relative proportion of
Al and K and a reduction in the percentages of Zn, Cu and Fe at T0O+500 in relation to TO.
Higher percentages of N, Mg and Cu in the leaf were observed at TO. These results show that
nuclear Al is essential for B. latifolia to maintain the activity and integrity of meristematic cells
and that the metal acts by stimulating photosynthesis, through nutritional rebalance. The
resumption of growth and development occurred with the increase in protein synthesis,
probably those involved in the repair of oxidative damage and in the photosynthesis process,

and with the source-sink relationship being reestablished in the metabolism of sugars.

Keywords: Aluminum hyperaccumulator; Essential aluminum; Meristems; Photosynthesis;

Cerrado herbaceous plants.
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1. INTRODUCAO GERAL

O aluminio (Al) ¢ o metal mais abundante e o terceiro elemento em maior quantidade
na crosta terrestre, logo ap6s o oxigénio e o silicio (Sade et al. 2016), ocorrendo naturalmente
no ambiente em complexos minerais, 6xidos ou aluminossilicatos (Grevenstuk e Romano
2013). Nos solos acidos (pH<5), entretanto, o Al mineralizado, ndo toxico para as plantas, ¢
solubilizado em ions trivalentes (A1*"), forma altamente fitotoxica, e disponibilizado na solugio
do solo (Bojorquez-Quintal et al. 2017). Espécies vegetais sensiveis, como a maioria das
cultivadas, t€ém o seu desenvolvimento, crescimento e produtividade reduzidos na presenca do
AI** (Kochian et al. 2015).

Por estar em contato direto com o Al no solo, a raiz ¢ o 6rgao mais afetado pelo metal,
sendo o seu crescimento reduzido, o didmetro aumentado, os dpices escurecidos e a formagao
de raizes laterais e de pelos radiculares inibida (Alvarez et al. 2012; Grevenstuk e Romano
2013; Jaskowiak et al. 2019). Essas mudangas morfoldgicas na raiz refletem as alteracdes no
padrao de divisdo, expansao e de morte celular, que ocorre principalmente no meristema apical
(Yangetal. 2011; Lietal. 2019). Além disso, o Al limita a absor¢ao e o transporte de nutrientes,
principalmente de célcio, potassio, magnésio, ferro, nitrogénio e fosforo (Bityutskii et al. 2017;
Zhao e Shen 2018).

J4 na parte aérea, os principais sintomas de toxidez do Al**

sdo a perda de biomassa ¢ a
formacao de clorose e necrose foliar, decorrentes da deficiéncia nutricional (Zhang et al. 2007),
da redugdo nas taxas respiratorias e fotossintéticas (Nunes-Nesi et al. 2014) e de deformagdes
estruturais em células e tecidos (Castro 2013). O Al ainda eleva os niveis de espécies reativas
de oxigénio e de peroxidacdo de fosfolipidios em plantas sensiveis (Ezaki et al. 2000;
Yamamoto et al. 2002; Wang e Yang 2005). Como consequéncia, a producdo de enzimas
antioxidantes, acidos organicos e compostos fenolicos é aumentada (Matsumoto ¢ Motoda
2012; Ezaki et al. 2013).

Apesar da sensibilidade de muitas espécies ao Al, existem plantas que resistem ao metal
através de dois mecanismos conhecidos: exclusdo e tolerancia (Brunner e Sperisen 2013;
Kochian et al. 2015). Plantas exclusoras produzem e exsudam em seus apices radiculares
compostos organicos, como acidos organicos e fendlicos, promovendo a elevagdao do pH da

rizosfera e a quelagdo do AI**

, reduzindo a sua absor¢ao (Grevenstuk e Romano 2013; Kochian
et al. 2015). Na tolerancia, o AI** absorvido pelas raizes das plantas penetra no simplasto,

podendo ser transportado e acumulado na parte aérea, onde € quelado por ligantes organicos no
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citosol e no vacuolo e¢/ou imobilizado na parede celular (Kochian et al. 2015; Riaz et al. 2018).
Plantas acumuladoras de Al apresentam concentragdes do metal acima de 1 g kg! de matéria
seca de folhas (Hutchinson e Wollack 1943; Robinson e Edgington 1945; Chenery 1948).
Algumas plantas chegam a hiperacumular o Al, exibindo teores superiores a 10 g kg' na matéria
seca em suas folhas (Jansen et al. 2002; Olivares et al. 2010). Os mecanismos de exclusao e de
tolerancia podem ocorrer simultaneamente na mesma espécie, como foi demonstrado para
Andropogon virginicus (Ezaki et al. 2013).

Para algumas espécies tolerantes ao Al, oriundas de regides com solos acidos, o metal é
considerado benéfico por estimular o crescimento e desenvolvimento das mesmas (Bojorquez-
Quintal et al. 2017). Nessas espécies, o metal estimula a absor¢do de nutrientes, como
nitrogénio, fosforo, potassio € magnésio, e eleva a taxa fotossintética, promovendo o
alongamento da raiz e a produ¢do de biomassa na parte aérea (Hajiboland et al. 2013;
Muhammad et al. 2019; Liu et al. 2020). A atividade de enzimas do sistema de defesa
antioxidante e a tolerancia a herbivoros e a patdogenos podem ser aumentadas pelo Al (Kaur et
al. 2016). Nas espécies de cerrado FEugenia dysenterica (Myrtaceae), Miconia albicans
(Melastomataceae), Vochysia thyrsoidea (Vochysiaceae), Vochysia tucanorum (Vochysiaceae)
e Qualea grandiflora (Vochysiaceae), acumuladoras obrigatorias do metal, o Al ¢ fundamental
para promover o desenvolvimento normal dos individuos (Haridasan 2008; Rodrigues et al.
2016; Cury et al. 2019; Bressan et al. 2021). Entretanto, nenhuma fungao foi atribuida ao Al no
metabolismo dessas espécies.

Estudos recentes tém sugerido um possivel papel do Al no metabolismo de algumas
plantas acumuladoras (Rodrigues et al. 2016, Muhammad et al. 2019; Liu et al. 2020; Bressan
et al. 2021) e, pela primeira vez, Sun et al. (2020) constataram a essencialidade do metal para
uma espécie vegetal. Os autores verificaram que a produgdo de raizes saudaveis em Camellia
sinensis € dose dependente do Al e que a falta do metal no cultivo leva ao escurecimento e a
morte do 6rgao. Assim, conclui-se que o Al nuclear € crucial para manter a integridade do DNA
em C. sinensis, promovendo a proliferacao de células meristematicas e o alongamento radicular.
Apesar dessa descoberta em C. sinensis, ainda ¢ desconhecido se o Al pode ser essencial para
espécies acumuladoras nativas do cerrado.

Segundo Arnon e Stout (1939), um elemento ¢ essencial quando os sintomas de sua
deficiéncia sdo revertidos apenas apds o seu fornecimento e quando este atua diretamente no
metabolismo (p. ex., participa de uma reacdo quimica ou constitui uma molécula), sendo

fundamental para que a planta complete o seu ciclo de vida. Diferente dos elementos essenciais,
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a auséncia dos elementos benéficos no cultivo ndo ¢ limitante para a maioria das espécies,
apesar destes também estimularem o crescimento ¢ o desenvolvimento das plantas quando
presentes (Pilon-Smits et al. 2009).

O cerrado ¢ o segundo maior bioma brasileiro, ocupando um quarto do territdrio
nacional, o correspondente a 2 milhdes de km? distribuidos, principalmente, pelo Planalto
Central (Myers et al. 2000). Seus solos sao naturalmente acidos, deficientes em nutrientes e
ricos em Al (Dezzeo et al. 2004). A alta diversidade floristica, o grande endemismo ¢ as
elevadas taxas de degradagdo tornam o cerrado um dos hotspots para a conservacdo da
biodiversidade mundial (Myers et al. 2000). A riqueza de espécies herbaceas e subarbustivas
no cerrado ¢ consideravelmente maior que a de arbodreas, entretanto a maioria dos trabalhos
sobre as estratégias de resisténcia ao Al em plantas nativas sdo realizadas com arbodreas
(Bustamante et al. 2012; Malta et al. 2016; Nogueira et al. 2019; Bressan et al. 2021).

Rubiaceae ¢ uma das familias mais representativas do estrato herbaceo-subarbustivo
(Chaves et al. 2012), sendo que 32% de suas espécies acumulam o Al na parte aérea (Jansen et
al. 2002). O acimulo de Al em plantas herbaceas do cerrado foi relatado em trabalho do nosso
grupo de pesquisa, no qual Borreria latifolia (Rubiaceae) se destacou por hiperacumular o metal
em tecidos da folha e do caule (Castro 2013). Os sitios de acimulo do metal foram identificados,
no entanto os aspectos metabolicos e fisiologicos da tolerancia ao Al, tanto na parte aérea
quanto na raiz, ndo foram contemplados. Além disso, nenhuma informagao sobre o sistema
radicular de B. latifolia foi apresentada.

Em testes recentes, B. latifolia apresentou alteracdes visuais nas folhas, necrose dos
meristemas e interrupgao do crescimento no cultivo sem Al. O crescimento normal das plantas
s foi retomado apos a adicdo do elemento na solugdo. Essas observagdes nos levaram a indagar
sobre os mecanismos de acumulo do Al e a sua essencialidade para B. latifolia. A partir de
analises de crescimento, morfoanatomia, bioquimica e fisiologia realizadas em individuos de
B. latifolia cultivados, em hidroponia, na auséncia e presenga do Al, buscamos esclarecer: 1) A
acao do metal sobre o crescimento e o desenvolvimento dessa espécie, testando a hipotese que
o Al ¢ um elemento essencial para a mesma, descrito no Capitulo 1 - Aluminio: um elemento
essencial para o crescimento e o desenvolvimento da espécie de cerrado Borreria latifolia
(Aubl.) K. Schum. 2) Como o Al afeta alguns processos fisioloégicos e bioquimicos em B.
latifolia, testando a hipotese que o metal tem impacto positivo sobre o metabolismo das plantas,
descrito no Capitulo 2 - Impacto do aluminio sobre parametros fisiologicos e bioquimicos da

espécie de cerrado Borreria latifolia (Rubiaceae).
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CAPITULO 1

Aluminio: um elemento essencial para o crescimento e desenvolvimento da espécie de

cerrado Borreria latifolia (Aubl.) K. Schum

Ana Paula P. Marques * Ivan B. Viana - Danielle S. Brito - Jodo S. Tomaz - Cleberson Ribeiro

- Aristéa A. Azevedo

4.1. Resumo

Objetivos Apesar do AI**

ser toxico para a maioria das plantas, este vem sendo considerado
benéfico para algumas espécies de solos acidos. Neste estudo, buscamos entender a
essencialidade do Al e a sua hiperacumulagdo em Borreria latifolia (Aubl.) K. Schum através
de avaliagcdes morfofisioldgicas e histologicas de individuos cultivados na auséncia e presenca

do metal.

Métodos Plantas de B. latifolia foram cultivadas em hidroponia por 57 dias em dois tratamentos:
auséncia de Al (T0) durante todo o tempo; e auséncia de Al por 40 dias, acrescentando-se, apos
esse periodo, 500 uM de Al por 17 dias (T0+500). Anélises de nutrientes, crescimento e de
morfoanatomia, além de malondialdeido, eletrélitos extravasados e de indice SPAD foram

realizadas. A histolocalizagdo do metal foi obtida em microscopio de luz e confocal.

Resultados O estresse nutricional e oxidativo em individuos TO levaram a morte dos
meristemas, o surgimento de cloroses e necroses foliares e a gelatinizagdo das raizes. Como
consequeéncia, plantas TO perderam biomassa e tiveram o crescimento € o desenvolvimento
cessados. Em contrapartida, a suplementagdo do Al (T0+500) estimulou a atividade
meristematica, com formacao de novas raizes e brotagdes adventicias no caule, proporcionando
a retomada do crescimento e do desenvolvimento das plantas. Novos sitios de acumulo do

metal, elementos de vaso e coléteres, foram descritos para o Al em B. latifolia.

Conclusoes Nossos resultados mostram que o Al € essencial ao crescimento e desenvolvimento
de B. latifolia, pois na sua auséncia ocorre necrose apical radicular e caulinar, cessando a

atividade meristematica.

Palavras-chave: aluminio essencial, meristemas, secre¢ao de aluminio, hiperacumuladora de

Al
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Aluminum: an essential element for the growth and development of the Cerrado species

Borreria latifolia (Aubl.) K. Schum

Ana Paula P. Marques * Ivan B. Viana - Danielle S. Brito - Jodo S. Tomaz - Cleberson Ribeiro

- Aristéa A. Azevedo

4.2. Abstract

Objectives Although Al3+ is toxic to most plants, it has been found to be beneficial for some
species in acidic soils. In this study, we aimed to understand the essentiality of Al and its
hyperaccumulation in Borreria latifolia (Aubl.) K. Schum through morphophysiological and

histological evaluations of individuals cultivated in the absence and presence of the metal.

Methods B. latifolia plants were grown in hydroponics for 57 days in two treatments: absence
of Al (T0) throughout the experiment; and absence of Al for 40 days, after which 500 uM of
Al was added for 17 days (T0+500). Analyzes of nutrients, growth and morphoanatomy, as well
as malondialdehyde, extravasated electrolytes and SPAD index were performed. The

histolocalization of the metal was obtained in a light and confocal microscope.

Results Nutritional and oxidative stress in TO individuals led to the death of meristems, the
appearance of leaf chlorosis and necrosis and root gelatinization. As a consequence, TO plants
lost biomass and had their growth and development stopped. On the other hand, Al
supplementation (T0+500) stimulated meristematic activity, with the formation of new roots
and adventitious shoots in the stem, providing the resumption of plant growth and development.
New metal accumulation sites as vessel elements and colleters were described for Al in B.

latifolia.

Conclusions Our results show that Al is essential for the growth and development of B. latifolia,

because in its absence there is apical root and stem necrosis, ceasing the meristematic activity.

Keywords: essential aluminum, meristems, aluminum secretion, Al hyperaccumulator.
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4.3. Introducao

O aluminio (Al) ¢ um fator limitante a produgdo de culturas vegetais em solos acidos
(Kochian et al. 2015; Chandra e Keshavkant 2021). Em valor de pH inferior a 5,0, o Al ¢
solubilizado, liberando cations trivalentes (AI**) na solug¢do do solo (Bojorquez-Quintal et al.
2017; Wei et al. 2021). A alta toxicidade do AI** é atribuida, principalmente, s lesdes causadas
a raiz de plantas sensiveis (Yang et al. 2011). O Al se liga de forma rapida e forte as paredes
de células nos apices das raizes, principalmente, no meristema apical € na zona de alongamento
(Doncheva et al. 2005). Essa ligacao pode levar ao enrijecimento da parede celular e interferir
na atividade i6nica da superficie externa da membrana plasmatica, modificando o seu potencial
elétrico (Ezaki et al. 2013; Kinraide 1991; Li et al. 2019). Com isso, ha comprometimento na
divisdo e no alongamento celular, morte celular e redugdo do crescimento radicular,
comprometendo a absor¢do de nutrientes e a producdo de biomassa total (Yang et al. 2011;
Chandra e Keshavkant 2021).

Em contrapartida, plantas resistentes ao Al, como as que habitam o cerrado, podem ser
acumuladoras (Al > 1 g/kg de matéria seca) do metal em seus 6rgaos aéreos sem que ocorram
danos histologicos e metabolicos (Jansen et al. 2002; Shen et al. 2002; Souza et al. 2015). A
parede celular priméria ¢ tida como o principal sitio de acimulo do Al, enquanto a secundaria
(lignificada) frequentemente ¢ descartada como via de sequestro do metal (Andrade et al. 2011;
Bressan et al. 2016; Malta et al. 2016). Todavia, a presenca do Al nas paredes de células
lignificadas, como elementos de vasos e fibras do xilema maduro, foi detectada em Acer
micranthum (Aceraceae) e Eriophorum vaginatum (Cyperaceae), utilizando-se espectrometria
de massa por ions secundarios (TOF-SIMS) e microscopia confocal (Saito et al. 2014; Kisiala
etal. 2021). Essa divergéncia na literatura cientifica revela que os mecanismos de tolerancia ao
Al sdo diversos, complexos e ndo completamente elucidados.

Além disso, foi demonstrado que espécies pertencentes as familias Vochysiaceae,
Rubiaceae e Melastomataceae acumulam em seus tecidos as mesmas quantidades de Al
independente de crescerem em solo acido ou calcario (Andrade et al. 2011; Malta et al. 2016;
Nogueira et al. 2019; Olivares et al. 2010; Osaki et al. 1998). Estudos moleculares evidenciaram
que as plantas sdo capazes de adquirir ativamente o Al (Xia et al. 2010; Wang et al. 2017),
indicando uma possivel dependéncia do metal por essas espécies. Outra descoberta, refere-se
ao fato de cloroplastos e nucleos serem locais de acimulo do metal em espécies tolerantes
(Andrade et al. 2011; Bressan et al. 2016; Malta et al. 2016; Sun et al. 2020). A presenca do

Al nessas organelas com elevada atividade metabodlica, sem que haja danos funcionais e
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estruturais, leva a suposicdo de que esse metal poderia desempenhar um papel no metabolismo
de plantas acumuladoras.

Haridasan (2008) constatou que Qualea grandiflora (Vochysiaceae) e Vochysia
thyrsoidea (Vochysiaceae), espécies arboreas acumuladoras de Al, apresentam crescimento e
desenvolvimento reduzidos e exibem cloroses e necroses foliares em solos com baixo teor do
metal. A espécie Eugenia dysenterica (Myrtaceae), outra lenhosa acumuladora de Al no
cerrado, apresenta estimulo do crescimento da raiz quando exposta ao Al em cultivo
hidropdnico (Rodrigues et al. 2016). Trabalho posterior de proteoma e metaboloma das raizes
de Q. grandiflora desvendou o efeito positivo do Al em algumas rotas metabdlicas de
crescimento e desenvolvimento desse o6rgdo (Cury et al. 2019). Um estudo mais recente
concluiu que a caréncia de Al na solu¢ao nutritiva impediu o desenvolvimento normal da
espécie Vochysia tucanorum (Vochysiaceae), causando alteragdes morfologicas em raizes e
folhas e cessando o crescimento em decorréncia das baixas respostas fotossintéticas (Bressan
etal. 2021). A essencialidade do Al para o crescimento e o desenvolvimento de plantas de cha
(Camellia sinensis) foi associada a manutencdo da integridade do DNA em células
meristematicas (Sun et al. 2020). Apesar dessas descobertas em V. tucanorum e C. sinensis,
nenhum estudo atestou que o Al fosse essencial para espécies nativas, inclusive herbaceas, do
cerrado.

Borreria latifolia (Rubiaceae) ¢ uma espécie herbacea anual nativa do Brasil (Castro
2013; Lorenzi 2008), invasora de pastos e plantagdes. Cresce preferencialmente em solos acidos
e pobres, como os do Cerrado, onde leva vantagem competitiva por nutrientes e luz (Lorenzi
2008; Moreira e Braganca 2011). Essa planta ¢ caracterizada por hiperacumular o Al (Al > 10
g/kg de matéria seca de folha) e os sitios de acimulo do metal ja foram identificados em sua
folha e caule (Castro 2013; Souza-Fernandes 2019), porém nao ha relatos da concentragdo e
localizagdo do Al na raiz.

Em B. latifolia foram registrados coléteres, com morfoanatomia do tipo padrao, nas
estipulas (Lopes-Mattos 2011) que produzem e exsudam uma secrecdo mucilaginosa ou
mucilaginosa e lipofilica (Ribeiro et al. 2017). O acumulo e a exsudag¢do do Al por outras
estruturas secretoras, como tricomas glandulares e cavidades secretoras, foram descritos como
um importante mecanismo de tolerancia ao metal em Andropogon virginicus L. (Poaceae) e
Miconia rubiginosa (Melastomataceae), respectivamente (Ezaki et al. 2013, Bressan et al.
2016). Essa descoberta nos permitiu questionar se diferentes estruturas secretoras, como 0s

coléteres, poderiam atuar na eliminagao do metal em espécies hiperacumuladoras.
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Neste trabalho, demonstramos que o Al é imprescindivel ao crescimento e ao
desenvolvimento de B. latifolia, pois na auséncia do elemento ocorre a necrose dos meristemas
apicais da raiz e do caule, levando a um desequilibrio nutricional e ao estresse oxidativo,
interrompendo o crescimento e acarretando na morte das plantas. Além disso, confirmamos em
B. latifolia o acimulo do Al em sitios pouco descritos (cloroplasto e nicleo) ou nunca citados
(parede do elemento de vaso e secre¢do de coléter) para as espécies nativas do cerrado. O
presente estudo ¢ um relato inédito da essencialidade do Al para plantas nativas
hiperacumuladoras, sendo importante para elucidar as vias de tolerancia ao metal em plantas

herbaceas que crescem no Cerrado.

4.4. Material e métodos

4.4.1. Material vegetal, condigoes de cultivo e desenho experimental

Plantas de B. latifolia em estagio vegetativo, sem ramificacoes, altura entre 10 e 15 cm,
foram coletadas com o solo, em area de cerrado sensu stricto sob latossolo amarelo na Floresta
Nacional de Paraopeba, Minas Gerais (MG) - Brasil (19° 20" S e 44° 20" W). Apos dez dias de
aclimatacdo em casa de vegetagdo, os individuos tiveram suas raizes desinfetadas em
hipoclorito de s6dio 10% por 10 minutos e foram transferidos para o sistema de cultivo
hidroponico.

O cultivo foi realizado em vasos contendo 3 L de solugdo nutritiva de Clark (1975) '/
forca, pH 4,5, sob constante aeragcdo. As plantas foram submetidas por 57 dias a dois
tratamentos: sem Al (TO) por todo o tempo e sem Al por 40 dias, trocando-se, apos esse tempo,
a concentragdo da solucao para 500 uM de Al, a qual foi mantida por mais 17 dias (T0+500).
Inicialmente, plantas TO+500 permaneceriam o mesmo intervalo (40 dias) sem e com o Al,
porém o cultivo com o metal foi reduzido para 17 dias, devido ao estagio avangado dos sintomas
e a morte de alguns individuos em TO, sinalizando que as plantas nesse tratamento nado
sobreviveriam por mais tempo. O Al foi fornecido na forma de AICIl3 e as solugdes foram
renovadas semanalmente.

A unidade amostral compreendeu um individuo de B. latifolia por vaso de cultivo,
havendo cinco repeti¢des em cada tratamento. Os vasos foram arranjados em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) e todas as andlises a seguir foram realizadas ao final do

experimento, exceto a sintomatologia que foi acompanhada diariamente.
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4.4.2. Quantifica¢do de Al e nutrientes na matéria seca

Para a analise quimica da concentrag@o de Al e de nutrientes, utilizou-se regides da raiz
e da parte aérea produzidas tanto em campo quanto em hidroponia.

As plantas foram separadas em raiz e parte aérea, secas em estufa de ventilacio forgada
(60 °C até massa constante), pesadas em balanca de precisao e reduzidas em moinho de esfera
com camera fechada (Tecnal, R - Te - 350). Amostras de 0,5 g foram digeridas com acido
nitrico e fluoridrico em bloco digestor (adaptado de Paye 2014).

O teor de Al e nutrientes (nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), célcio (Ca), magnésio
(Mg), enxofre (S), cobre (Cu), ferro (Fe), zinco (Zn), manganés (Mn) e boro (B)) foi
determinado em espectrometro de emissao atobmica com plasma indutivamente acoplado (ICP-
AES; Optima 8300 DV, Perkin Elmer, Shelton, CT, EUA). O Al e os macronutrientes foram

expressos em g/kg de matéria seca e os micronutrientes em mg/kg de matéria seca.

4.4.3. Parametros de crescimento: WinRhizo e Biomassa seca

Para avaliar o efeito do Al sobre o sistema radicular foi utilizado um scanner (Image
scanner 111, imagens DPI 23,6 pixels.mm™). As imagens das raizes foram capturadas no interior
de uma cubeta acrilica (20 x 30 cm) com 4gua e analisadas pelo programa WinRhizo (WinRhizo
Pro Régent Instruments, Québec, Canadd). Os parametros radiculares determinados foram:
niimero de ramificagdes, volume total (cm?), volume de raizes entre 0 e 2.0 mm de didmetro
(raizes finas), comprimento total (cm) e comprimento de raizes entre 0 € 2.0 mm de didmetro
(McCormack et al. 2015; Meng-Bem e Qiang 2009).

O peso da biomassa seca (70 °C por 72 horas) de raiz e parte aérea, das plantas em cada

tratamento, foi mensurado em balanga de precisao.

4.4.4. Caracteriza¢do morfologica

O surgimento e a progressao das alteragdes morfoldgicas, na raiz e parte aérea, foram
avaliados diariamente e registrados em anotagdes. Além disso, registros fotograficos foram
realizados semanalmente com camera Canon (Canon EOS 77D DSLR). Os apices radiculares
de B. latifolia foram observados e fotografados em estereomicroscopio com camera acoplada

(Axio Cam ERc 5s1 Zeiss).
4.4.5. Microscopia de luz: anatomia e histoquimica

Fragmentos (comprimento de 1cm) de raiz, caule, estipula e folha foram coletados de
acordo com a seguinte padronizacdo: apice e zona de ramifica¢do da raiz; internddio do caule

(1° entrend do &pice para base) em estrutura primaria; caule de plantas TO+500 no local onde
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havia cessado o crescimento, com formagao de necroses, durante a falta de Al e posteriormente
retomado com suplementagdo do metal no meio; apices caulinares e regido mediana de folhas
expandidas.

As amostras foram fixadas em solu¢ao de FAA 50 (formaldeido 37%, acido acético e
etanol 50%, 1:1: 18) (Johansen 1940), desidratadas em série etandlica ascendente e incluidas
em historesina. Secg¢des transversais e longitudinais, com 5 um (anatomia) € 7 um
(histoquimica) de espessura, foram feitas em microtomo rotativo automatico (modelo RM2255,
Leica Microsystems Inc., Deerfield, Illinois, EUA).

Os cortes foram submetidos aos corantes: azul de Toluidina 0,05% (pH 4,7) por 12
minutos para a caracterizagdo anatémica (O’Brien et al. 1964); Chrome Azurol’S por 1 hora
para a histolocalizacao do Al (Kukachka e Miller 1980) e reagente de Schiff (30 minutos) /
solugdo de 4cido periodico 0,5% - PAS (9 minutos) para marcagdo de polissacarideos (O’Brien
e McCully 1981).

As laminas foram montadas em Permount (Fisher Scientific Permount Mounting
Medium), observadas e fotografadas em microscopio Olympus AX70TRF (Olympus Optical,
Toéquio, Japdo) com camera digital acoplada (Zeiss Axio Cam HR3, Zeiss, Gottingen,
Alemanha).

Estipulas ndo processadas foram imersas em Solochrome Azurine (Denton e Oughton
1993) e os coléteres foram fotografados em estereomicroscopio Leica MZ 16 com camera

acoplada (modelo Axio Cam MR3) para investigar a exsudagdo de Al.
4.4.6. Microscopia Confocal

O épice radicular (com 1 cm), internddio caulinar (1° entrend abaixo do meristema
apical) em corte transversal e 1aminas foliares (regido mediana) expandidas foram usados na
microscopia confocal. Os fragmentos foram fixados em paraformaldeido 4% com tampao
fosfato 0,1 M e submetidos ao fluor6foro lumogallion 10 uM em tampao acetato 0,1 M (pH
5,2) por 1 h a 50 °C (Kataoka e Nakanishi 2001). A fluorescéncia dos materiais foi verificada
em Microscopio Confocal de Varredura (modelo Zeiss, LSM510 META) com os conjuntos de

filtros ELFP 488 nm e 520 nm para excitacao e emissao, respectivamente.
4.4.7. Abunddncia relativa do Al na parede dos elementos de vasos no xilema

De forma complementar, a abundancia relativa do Al na parede dos elementos de vasos
foi analisada para confirmar esse sitio de acimulo do metal. Amostras, com 1 cm de

comprimento, da raiz (regido de ramificagdo), do caule (1° entren6 do apice para base) e de



27

folhas expandidas (regido mediana com nervura central) foram seccionadas transversalmente,
fixadas em FAA 50% (Johansen, 1940) por 48h e desidratadas em etanol. Em seguida, as
amostras foram secas ao ponto critico com CO2 (CPD 030, BalTec, Balzers, Liechtenstein),
fixadas em suportes metalicos e cobertas com carbono em evaporador Quorum (Q 150 T-E).
Para a andlise foram considerados os trés elementos de vaso de maior didmetro no metaxilema
de cada 6rgdo em cada repeti¢do/tratamento. A abundancia relativa (%) do aluminio (Al) em
relagdo aos demais elementos (N, Mg, P, S, K, Ca, Mn, Fe, Cu e Zn) foi determinada por
espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS) acoplada ao microscopio eletronico de
varredura (1430 VP, LEO, Cambridge, Inglaterra), no Nucleo de Microscopia e Microanalise
da Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vicosa (MG) - Brasil.

4.4.8. Detec¢do de morte celular na folha

Em folhas completamente expandidas, discos foliares (1,5 cm de didmetro) foram
retirados, com perfurador metalico, de regides aparentemente saudaveis de laminas foliares. Em
seguida, foram infiltrados com Azul de Evans 0,1% (sob vacuo por 40 minutos) e lavados trés
vezes em dgua destilada para a retirada do excesso de corante. Os discos foram clarificados com
etanol 95% a 65 °C. As laminas foram montadas em gelatina e fotografadas em lupa DV4, Zeiss

Stemi (adaptado de Kato et al. 2007).

4.4.9. Teor de aldeido malonico (MDA) e extravasamento de eletrolitos (EE)

O teor de aldeido malénico (MDA) foi determinado em amostras de raiz (primeiros 5
centimetros obtidos a partir do apice) e de folhas expandidas (4° e 5° nods). Aliquotas de raiz
(0,1 g) e folha (0,15 g) liofilizadas foram maceradas com 1,5 mL de 4cido tricloroacético (TCA)
0,1% em almofariz com pistilo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 g, por
15 minutos a 4 °C. A reacao ocorreu em banho-maria (90 °C por 20 minutos) com 750 pL de
acido tiobarbitarico (TBA) 0,5% preparado em TCA 20%, sendo paralisada apos a imersao em
gelo por 15 minutos (Cakmak e Horst 1991). As absorbancias (Abs) a 532 ¢ 600 nm foram
obtidas em espectrofotometro e a concentracio de MDA (nmol g!) calculada pela equagio:

[(Abs 532 - Abs 600) / 15500] * 1.000.000.

O extravasamento de eletrolitos (EE) foi determinado pela condutividade elétrica de 4
discos (1 cm de didmetro) retirado de folhas expandidas (4° nd). Os discos foram incubados em

agua Milli-Q (15 mL) por 24 horas no escuro a temperatura ambiente. A condutividade inicial
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(C1) e final (C2), adquirida apds aquecimento em banho-maria (95 °C por 40 minutos), foram

aferidas com condutivimetro Lutron CD - 4301. O % EE = (C1/C2) x 100 (Szalai et al. 1996).
4.4.10. Indice Spad

Folhas expandidas e ndo senescentes foram avaliadas de forma rapida e ndo destrutiva,
quanto a intensidade da cor verde e consequentemente, de forma indireta, quanto ao teor de
pigmentos fotossintéticos (clorofilas), utilizando-se um clorofilometro portatil Spad 502 (Soil
Plant Analysis Development). A relacao positiva e diretamente proporcional entre o valor Spad
e teor de clorofila foi demonstrado para diferentes espécies, inclusive de Rubiaceae, de modo a
refletir alteragdes no teor de clorofila sob condig¢des de estresse (Hawkins et al. 2009; Reis et
al. 2009). O valor do indice Spad para cada individuo foi obtido através da média de cinco

medi¢des feitas em folhas de 3° ¢ 4° nos.

4.4.11. Analise estatistica

Os dados quantitativos foram testados quanto a normalidade e homocedasticidade pelos
testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente, ambos a 0,05 de probabilidade. Em seguida,
os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) simples ou fatorial por meio do
teste F (p < 0,05). A ANOVA fatorial a dois critérios (presenga e auséncia de Al na solucao)
com dois niveis (raiz e parte aérea) foi realizada apenas para a quantificacdo quimica do Al e
nutrientes. Quando significativos, os caracteres foram submetidos ao teste de Tukey (p < 0,05).

A correlagdo entre os teores totais de Al e nutrientes nas plantas foi realizada, obtendo-
se o coeficiente de correlacdo linear de Pearson (7). As correlagdes foram classificadas de
acordo com Mukaka (2012), considerando-se o valor de » : Muito forte (» > 0,9 negativo ou
positivo); Forte (» entre 0,7 e 0,9 negativo ou positivo); Moderada (7 entre 0,5 e 0,7 negativo
ou positivo); Fraca (7 entre 0,3 e 0,5 negativo ou positivo); Desprezivel (r entre 0 e 0,3 negativo

ou positivo). As analises foram realizadas no software SigmaPlot versdo 11.0.

4.5. Resultados

As maiores concentragdes de Al nos tecidos de B. latifolia foram observadas na parte
aérea das plantas (p <0,001), cerca de 18 vezes no cultivo com Al (T0+500) e 9 vezes no cultivo
sem Al (T0), em comparagao as raizes desses tratamentos (Tabela 1). O acimulo de Al nas
raizes e parte aérea em T0+500, cerca de 3,5 e 7 vezes maior, respectivamente, ao obtido em

sua auséncia. Plantas TO apresentaram concentragdes consideraveis do metal apenas na parte

aérea (4,7 +0,2 gkg!' MS).
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Na andlise de nutrientes, para ambos os tratamentos, foi observada uma parti¢do na
distribuicdo de nutrientes pelo corpo das plantas de B. latifolia, sendo os valores dos elementos,
exceto os de Fe e Cu, mais altos na parte aérea (Tabela 1). O Cu e Fe foram, respectivamente,
1,2 e 1,7 vezes maiores nas raizes do que na parte aérea. Os teores de Fe ndo foram influenciados
pelos tratamentos. Todos nutrientes, exceto o P, se elevaram, em pelo menos, 1,2 vezes na parte
aérea das plantas com a adi¢do do Al, chegando a quase o dobro do valor para o N, K e Cu. As
concentragdes de P diferiram apenas nas raizes, sendo 2 vezes maiores, assim como as
concentragdes de Cu nas raizes, em plantas TO+500. Os demais nutrientes ndo diferiram entre
as raizes de plantas TO e T0+500.

Houve correlacao positiva e forte do teor de Al nos tecidos com as concentracdes de N
(r=10,86), P (r=0,734), Ca (r=0,811), Mg (= 0,846), S (r=0,863), Zn (r = 0,844), Mn (r =
0,836) e, muito forte, aos de K (» =0,918) e B (» = 0,907). Nao houve correlagao entre o Al e
os micronutrientes Cu e Fe (Fig. 1).

O crescimento da raiz foi estimulado pela adi¢gdo do Al no meio de cultivo (Fig. 2). O
numero de ramificagdes (Fig. 2a), comprimento (Fig. 2b) e volume (Fig. 2¢), tanto de raizes
finas como totais, foram maiores na presen¢a do Al em comparacdo a sua auséncia (T0). O
incremento do sistema radicular em T0+500, derivado da formagdo e alongamento de novas
raizes laterais (Fig. 2a e 3c¢), refletiu na biomassa total dos individuos desse tratamento. Plantas
T0+500 apresentaram 2,8 vezes mais biomassa de raiz e 1,7 vezes mais de biomassa de parte
aérea em comparacao a plantas TO (Fig. 2d).

Inicialmente, até o 25° dia de cultivo hidropdnico, individuos TO tiveram um
crescimento substancial de raiz e parte aérea. Todavia, com 30 dias de cultivo hidropdnico,
iniciou-se o escurecimento dos dpices radiculares em plantas TO (Fig. 3a - detalhe), estendendo-
se rapidamente para zona de alongamento e ramificacdo. Aos 40 dias, foi observada a altera¢ao
na textura e coloragdo das raizes finas, tornando-se emolientes e amarronzadas (Fig. 3a).
Pedagos de raizes foram observados na solugdo nutritiva, gerando perda de biomassa. No final
de 57 dias, a raiz entrou em decomposi¢ao, adquirindo cor preta ou castanha avermelhada e
consisténcia gelatinosa (Fig. 3b). A adicdo do Al (T0+500) no 40° dia de cultivo promoveu a
formacao de novas raizes laterais delgadas e translicidas, com apices visivelmente sadios (Fig.
3¢, detalhe). O crescimento e desenvolvimento da raiz foi retomado, recuperando a coloragao
clara e o aspecto saudavel (Fig. 3d).

Nao foi possivel identificar a coifa e distinguir os tecidos meristematicos nos apices

radiculares de plantas TO, devido a hipertrofia e morte de células, principalmente na regido da



30

protoderme ¢ do meristema apical. Essas células possuiam citoplasma e nucleo pouco densos
(Fig. 3e). Na zona de ramificacdo foi observado o descolamento de células epidérmicas e
sinuosidades nas paredes celulares do parénquima cortical (Fig. 3f). Ja em plantas T0+500,
células da coifa e da borda envoltas por mucilagem e células meristematicas, isodiamétricas
com citoplasma denso e nucleo proeminente, foram evidenciadas nos tecidos dos apices de
raizes emergidas apos exposicdo ao Al (Fig. 3g). Nao foram notadas alteracdes na zona de
ramificacdo de raizes nesse tratamento (Fig. 3h).

A marcagao com o fluor6foro lumogallion (Fig. 31) foi baixa e poucos nticleos chegaram
a reagir fracamente com o corante Chrome Azurol’S (Fig. 3j - seta) nas raizes de plantas TO.
Em raizes de plantas T0O+500, foi emitida forte fluorescéncia por células da borda (Fig. 3k) e
sitios de acumulo do Al foram identificados nos nucleos e nucléolos, epiderme, parénquima
cortical, floema e raios do xilema (Fig. 31).

Individuos coletados no Cerrado (Fig. 4a) e suprimidos de Al (TO) apresentaram, apds
30 dias de cultivo, as primeiras alteragdes morfologicas na parte aérea: cloroses internervais e
marginais nas laminas de folhas jovens (Fig. 4b). Alteracdes em folhas expandidas surgiram
posteriormente com cloroses marginais e basais, sulcos na face adaxial (Fig. 4c - seta) e
manchas escuras de aspecto oleoso na face abaxial (Fig. 4d). As cloroses foram
progressivamente substituidas por necroses, secando as folhas (Fig. 4e). O meristema apical
caulinar, os primordios foliares e as gemas axilares de plantas TO morreram (Fig. 4g, 5a, c),
cessando o crescimento e desenvolvimento da parte aérea. As necroses avangaram pelo caule
no sentido de sua base. Por fim, alguns individuos morreram, ndo completando o ciclo de vida.
Fungos cresceram sobre as folhas secas aderidas ao caule das plantas que permaneceram vivas
(Fig. 4g, detalhe).

Células em torno da necrose no meristema apical caulinar de plantas TO passaram a se
dividir de forma descontrolada (em diversos planos), sem reorganizar a estrutura de um
meristema, originando células de tamanhos e formatos variados (Fig. 5c - detalhe) que nao
desenvolvem tecidos meristemdticos € morrem. Sitios de acumulo do Al ndo foram
identificados no meristema (Fig. 5f) de plantas TO.

Cinco dias ap6s receberem 500 uM de Al, plantas TO+500 retomaram o crescimento e
desenvolvimento da parte aérea, gerando novas brotagdes com folhas e caules aparentemente
saudaveis (Fig. 4f). Com o desenvolvimento dos brotos houve a perda da dominancia apical nas
plantas, que se tornaram mais ramificadas (Fig. 4h). As novas brotacdes (Fig. 5b) foram

originadas a partir de um grupo de células com caracteristicas de pluripoténcia (gemas
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adventicias), encontradas nos flancos da necrose (Fig. 5d - detalhe). Nos meristemas apicais
das brotagdes nao foram observadas alteragdes anatdmicas (Fig. Se), estando o Al complexado
ao nucleo, conteido e paredes de células no meristema apical caulinar, nos tecidos
meristematicos e primoérdios foliares (Fig. 5g). Ao final de 17 dias de cultivo com Al, individuos
T0+500 passaram para o estagio reprodutivo, produzindo frutos e sementes viaveis (Fig. 4h,
detalhe).

A marcagdo de morte celular foi evidenciada de forma acentuada (azul escuro) e
uniforme na lamina foliar de plantas submetidas a 0 uM de Al (Fig. 6a), distinguindo-se da
fraca reacdo (azul claro), limitada a borda do disco, no tratamento com Al (Fig. 6b). Em folhas
de plantas TO, houve redugdo aparente dos espacos intercelulares no parénquima lacunoso e
hiperplasia no parénquima palicadico préximo a necrose (Fig. 6¢). No xilema da nervura
mediana (Fig. 6d) e do caule (Fig. 6¢) foram observados elementos de vasos de menor calibre
deformados, com paredes tortuosas e limen comprimido (setas) em corte transversal. Divisdes
celulares em diferentes planos foram observadas na nervura central da folha (Fig. 6d, asteriscos)
e no local de origem do cambio vascular (Fig. 6e, asteriscos) e do felogénio (Fig. 6f, asteriscos)
no caule de plantas TO. Células colenquimaticas nas aletas do caule quadrangular de B. latifolia
hipertrofiaram (Fig. 6g) e um numero pequeno de nucleos chegaram a ser levemente corados
no caule (Fig. 6h) e nas folhas (Fig. 61) com Chrome Azurol’S, evidenciando a presenca do Al
em plantas TO.

Nao foram percebidas alteragdes anatomicas nas folhas e caules de plantas T0O+500 (Fig.
6j e ). O Al foi localizado, nos 6rgaos da parte aérea de T0+500, em nucleos e cloroplastos,
epiderme (papilas, estobmatos e tricomas), parénquimas (clorofiliano, preenchimento, amilifero
e do raio do xilema), colénquima e floema (Fig. 6j — 1, setas). Idioblastos arredondados em corte
transversal da lamina foliar de plantas TO+500 fluoresceram em microscopia confocal (Fig.
6m). O Al foi revelado nas paredes dos elementos de vaso apenas nas folhas (Fig. 6j, k) e caules
(Fig. 61 - detalhe, n) de plantas T0O+500. A analise de raios-X confirmou os resultados obtidos
com teste histoquimico e analise confocal e revelou que a abundancia relativa de Al nas paredes
dos vasos xilematicos foi, aproximadamente, o dobro na raiz (Fig. 8a) e no caule (Fig. 8b) e o
triplo na folha (Fig. 8c) de plantas TO+500 com relagdo aos 6rgaos de plantas TO (Fig. 8).

A natureza polissacaridica das células secretoras de coléteres estipulares do tipo padrao
(Fig. 7a e b) foi confirmada com PAS (Fig. 7c). A presenca do metal na secregdo da superficie
do coléter indica a sua liberagdo para o meio externo. Além disso, tricomas tectores ao redor

dessa estrutura secretora reagiram positivamente com o reagente Chrome Azurol’S, indicando
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a presenga do Al (Fig. 7b). Os coléteres senesceram na auséncia do Al, com o colapso inicial
das células do eixo (Fig. 7d) e por fim, da pali¢ada secretora (Fig. 7d, ), ¢ mantiveram a sua
estrutura integra na presenca do metal (Fig. 7f). O Al foi confirmado nas células do eixo,
inclusive em idioblastos contendo rafides, epiderme secretora e secrecao dos coléteres apenas
de plantas TO+500 (Fig. 7b, ).

O teor de aldeido maldnico (MDA) na raiz e na folha de plantas TO+500 diminuiu em
19 e 35,5 % respectivamente, comparado a TO (Fig.9a), enquanto o percentual de eletrolitos
extravasados (Fig. 9b) nas folhas de plantas T0+500 foi reduzido em 78,6 % em relagdo a TO.

A adigdo do Al no 40° dia de cultivo elevou os valores do indice Spad, em 24 %, nas
folhas de T0+500 em comparagdo a TO, indicando que hd mais pigmentos fotossintetizantes

nesse tratamento (Fig. 9c¢).

4.6. Discussao

Para que um elemento mineral seja considerado essencial, trés critérios devem ser
atendidos: o crescimento da planta ¢ prejudicado na falta do elemento e o seu ciclo de vida ndo
¢ completado; os sintomas de deficiéncia do elemento somente sdo revertidos com o seu
fornecimento; o elemento participa diretamente no metabolismo da planta (Arnon e Stout
1939). Ja os elementos benéficos sdo aqueles que promovem o crescimento € o
desenvolvimento normal das plantas, podendo ser essenciais para determinados tdxons, como
o Na ¢ para algumas hal6fitas e plantas C4 e CAM, mas a sua auséncia no cultivo ndo ¢ um
fator limitante para a maioria das espécies (Pilon-Smits et al. 2009).

Neste trabalho demonstramos que o Al ¢ essencial para o crescimento e
desenvolvimento de B. latifolia. A primeira evidéncia ¢ a morte da raiz (Fig. 3a, e), dos
meristemas caulinares e de gemas axilares (Fig. 4g, 5a, ¢) nas plantas carentes de Al (T0). Com
a perda da atividade meristematica o crescimento das plantas cessou (Fig. 2) e a sobrevivéncia
foi comprometida (alguns individuos morreram), atendendo ao primeiro critério para um
elemento ser considerado essencial (Arnon e Stout 1939). Além disso, mesmo estando
disponiveis todos os nutrientes necessarios ao desenvolvimento das plantas, B. latifolia somente
produziu novas raizes e brotagdes saudaveis (Fig. 2 - 5) ap6s a suplementacdo do Al no meio
de cultivo e do seu acimulo nos tecidos (Tabela 1). Nenhum nutriente presente na solugao de
Clark foi capaz de substituir funcionalmente o metal, atendendo a mais um critério de
essencialidade (Arnon e Stout 1939). Por fim, comprovamos que o Al nuclear promove a

retomada do crescimento através da indugdo de gemas adventicias (Fig. 5d) e que este é crucial
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para manter a integridade e a atividade de células meristematicas (Fig. 3g e Se, g). Isso atende
ao terceiro critério, ja que o Al tem efeito direto no metabolismo da planta (Arnon e Stout 1939),
embora os aspectos fisiologicos € moleculares dessa funcao devam ser melhor investigados.
Assim, ¢ inevitavel concluir que o Al ¢ essencial para B. latifolia e ndo apenas benéfico, como
¢ relatado para outras plantas de cerrado ou acumuladoras do metal adaptadas a solos acidos
(Bressan et al. 2021; Cury et al. 2019; Haridasan 2008; Rodrigues et al. 2016, 2019).

Rodrigues et al. (2016) verificaram que baixas concentragdes de Al promoveram o
crescimento da raiz de Eugenia dysenterica (Myrtaceae) através do estimulo a divisdo de
nucleos em células meristematicas. A essencialidade do Al foi demonstrada para a formagao e
alongamento de raizes na espécie hiperacumuladora do metal Camellia sinensis, cuja fungao
esta associada a integridade do DNA em nucleos de células meristematicas do apice radicular
(Sun et al. 2020). Os autores teorizaram que o Al nuclear possa estar envolvido na estabiliza¢ao
do DNA e regulacao da transcricdo de genes envolvidos na mitose e diferenciagdo celular.
Assim como em C. sinensis, o acimulo de Al foi evidenciado nos nucleos das células de B.
latifolia. E verdade que plantas cultivadas sem Al (T0) apresentaram elevadas concentragdes
do metal na parte aérea (Tabela 1), fruto do seu desenvolvimento inicial em solo do cerrado, e
que reagodes positivas para o Al foram observadas, apesar de bem fracas, nos nucleos dessas
plantas, mas foram inexistentes nos meristemas deste tratamento (Fig. 31, 5f). O acimulo do Al
nos nucleos de células meristematicas (Fig. 3k, 5g), promovendo a divisdo celular e regulando
a diferenciacao celular (Fig. 5d), ocorreu somente apds adi¢ao do metal no meio de cultivo. Isso
nos permite especular que, em B. latifolia, o Al nuclear também possa estar associado a
molécula de DNA, induzindo respostas transcricionais ligadas a mitose. Outro forte indicio para
esta hipodtese, consiste no aspecto alterado das células em divisdo nas regides de origem do
cambio vascular e felogénio (Fig. 6e, f) nos caules de plantas TO. Contudo, os mecanismos
moleculares subjacentes as respostas de B. latifolia ao Al estdo muito além da proposta deste
estudo, devendo ser alvo de futuras investigagdes.

O Al também foi confirmado nos cloroplastos das plantas expostas ao metal (Fig. 6j). A
presenca do Al nessa organela foi descrita para outras espécies de cerrado, como Rudgea
viburnoides (Malta et al. 2016), Richeria grandis (Cuenca et al. 1991), Qualea grandiflora e
Callisthene major (Andrade et al. 2011). No entanto, nenhuma fung¢do para o metal nos
cloroplastos foi atribuida até 0o momento. O Al em cloroplastos, propiciando a elevagdo do valor
Spad (Fig. 9¢c) e, presumivelmente dos pigmentos fotossintéticos, acarretando a producdo de

novas brotagdes saudaveis (Fig. 4, 5), apontam para a participagdo do metal em processos
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fisiologicos de crescimento em B. latifolia, porém esses aspectos precisam ser melhor
investigados.

Os resultados da localizagao do Al nos tecidos de plantas acumuladoras variam muito
entre os estudos e, por muitas vezes, sdo conflitantes. No entanto, ha um consenso que a
imobilizacdo do Al nas paredes pectocelulésicas € o principal mecanismo de tolerdncia em
plantas acumuladoras (Bojorquez-Quintal et al. 2017; Muhammad et al. 2019). Em B. latifolia,
além de paredes celulares primarias, o Al foi observado nas paredes de elementos de vaso apos
suplementag¢do do metal (Fig. 6k, n, 8). Saito et al. (2014) atribuiram a presenca do Al nas
paredes dos vasos xilematicos de Acer micranthum (Aceracea) a ligacdo com hemiceluloses,
mas ndo descartaram a possibilidade de ligacao com a lignina. O Al também fo1 detectado nos
diferentes 6rgaos das plantas de Eriophorum vaginatum (Cyperaceae), coletadas em regides
poluidas pelo metal, em esclereides, fibras subepidérmicas, elementos do xilema, exoderme e
endoderme lignificadas, conferindo alta tolerdncia a espécie (Kisiala et al. 2021). Em B.
latifolia, o acimulo do Al nas paredes dos vasos parece ser necessario para a sua formacao e/ou
desenvolvimento adequado, isso por que nas plantas T0, que nao exibiram acimulo de Al nos
vasos, foram observadas deformacdes nessas células (Fig. 6d, ). O aumento de lignina nas
raizes de Q. grandiflora foi estimulada pelo Al, através da regulacao positiva de varias enzimas
envolvidas na biossintese e processamento do fenolico, dentre essas o cafeoil chiquimato
esterase, expresso em tecido vascular em lignificacdo (Cury et al. 2019).

Idioblastos contendo drusas, rafides e mucilagem foram descritos, anteriormente, no
mesofilo foliar de B. latifolia (Castro 2013; Lopes-Mattos 2011; Zini et al. 2016) e confirmados
em nosso trabalho como sitios de acimulo do metal (Fig. 6m). A imobiliza¢io do AI** com
acido uronico na mucilagem ¢, frequentemente, citada como um dos mecanismos de
desintoxicacao do metal (Bojorquez-Quintal et al. 2017; Chandra e Keshavkant 2021; Okamoto
e Yano 2017). Em contrapartida, foi mostrado em Melastoma malabathricum
(Melastomataceae), espécie hiperacumuladora de Al, que a mucilagem desempenha uma
fungdo distinta, atuando como facilitadora na aquisi¢do do Al pelas raizes em solos com baixa
disponibilidade do elemento (Watanabe et al. 2008 a, b). Apices radiculares de B. latifolia
formados ap6s adi¢do do Al na solugdo nutritiva exibiram sintese de mucilagem (Fig. 3g), o
que nao foi observado em sua auséncia (Fig. 3e), sugerindo que o composto possa atuar, assim
como em M. malabathricum, no processo de absorcao do metal.

A complexacdo do metal com secre¢des mucilaginosas também foi observada nos

coléteres de B. latifolia (Fig. 7) na presenga do Al (T0+500), confirmando a participagdo da
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estrutura na eliminagcdo do metal para o meio externo. Pode soar estranho que uma espécie
dependente de Al para crescer e se desenvolver o elimine, mas ndo devemos esquecer que
nutrientes, como o Ca, quando em grandes quantidades nas plantas, podem ter suas
concentragdes reguladas nos tecidos, a exemplo da precipitagdo de seu excesso na forma de
oxalatos nos idioblastos (Franceschi e Nakata 2005). Em outras espécies tolerantes, a exsudagao
do Al foi relatada em tricomas secretores de Andropogon virginicus e cavidades secretoras de
Miconia rubiginosa (Bressan et al. 2016; Ezaki et al. 2013). Uma investigagdao mais detalhada
se faz necessaria para verificar se coléteres, assim como idioblastos, poderiam atuar no controle
dos niveis adequados de Al nos tecidos de B. latifolia. Além disso, os coléteres possuem a
fungdo ecologica de protecao quimica contra patdgenos e herbivoros (Ribeiro et al. 2017). Desta
forma, supomos que o Al presente na secre¢do dessas estruturas possa atuar aumentando a
resisténcia de B. latifolia a estresses bidticos, visto que plantas TO apresentaram infestagdes
fingicas ao final do experimento (Fig. 4g), o que ndo foi observado em plantas T0+500. A
participacdo do Al na defesa de espécies hiperacumuladoras do metal contra herbivoros foi
mencionada por Pilon-Smits et al. (2009), de forma que nessas plantas o metal reduziria a
palatabilidade de seus tecidos e desencorajaria os herbivoros, assim como foi observado em
Festuca arundinacea (Poaceae).

Para a maioria das plantas, o Al presente em solos acidos inibe o sistema de transporte
de nutrientes (Chandra e Keshavkant 2021; Muhammad et al. 2019; Wei et al. 2021), contudo
isso ndo ¢ verdade para diversas plantas acumuladoras, nas quais a exposi¢cdo ao metal
aumentou a captagdo de nutrientes (Bojorquez-Quintal et al. 2017; Liu et al. 2020; Muhammad
et al. 2019; Watanabe e Osaki 2006). Muitos trabalhos atribuem os efeitos benéficos do Al ao
alivio dos sintomas de toxicidade provocada por protons H" ou por outros cations metalicos,
como os de Mn, Zn, Fe (Hajiboland et al. 2013; Bojorquez-Quintal et al. 2017; Muhammad et
al. 2019; Zhou et al. 2020; Watanabe e Osaki 2006). Em B. latifolia, a retomada do crescimento
e desenvolvimento das plantas apos adicdo do Al no cultivo (T0+500) ndo se deu de forma
indireta, como mencionado acima, mas de forma direta, com acimulo do metal em organelas
vitais propiciando a atividade meristematica. Essa constatacdo para B. latifolia ¢ apoiada pela
analise nutricional, na qual os teores de Fe ndo se correlacionaram aos do Al (Fig. 1) e nao
diferiram entre os tratamentos TO e T0+500 (Tabela 1), indicando que o Al nao limitou a
absorcdo do Fe em uma “presumivel” condicdo de toxicidade desse metal. Em M.

malabathricum, foi cogitado que o crescimento induzido pelo Al no meio ¢ causado pelo
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proprio Al acumulado nas plantas, ao invés da estimulacdo de captacdo de P, apesar deste
aumentar nos tecidos (Watanabe e Osaki 2001).

Ao contrario de limitar a absor¢ao de nutrientes, a retomada do crescimento gerada pelo
Al foi acompanhada do aumento de N, K, Ca, Mg, S, Cu, Zn, Mn e B na parte aéreae de P e
Cu na raiz, além da menor peroxidagao lipidica (MDA) e eletrélitos extravasados (Fig. 9). Isso
refletiu na preservagdo das membranas celulares, o que foi constatado pela menor marcagdo de
morte celular nas folhas e auséncia de alteragdes estruturais nos 6rgaos deste tratamento (Fig.
2-6). A peroxidacdo lipidica da membrana induz distirbios de suas fungdes, resultando na
diminui¢do da absor¢do e translocagdo de nutrientes (Watanabe et al. 2006), o que
provavelmente ocorreu com B. latifolia na falta de Al. O destacamento de células periféricas na
zona de ramificagdo em plantas TO (Fig. 3f) pode estar associada aos niveis mais elevados de
MDA na raiz deste tratamento.

Plantas requerem nutrientes para produzir biomassa e crescer, portanto, esse aumento,
de forma geral, nos teores nutricionais de B. latifolia ¢ consequéncia do alto metabolismo de
plantas TO+500 ap6s adigao do Al no meio. Portanto, além da acao direta no metabolismo, o
Al proporcionou indiretamente uma condicdo favordvel para que os demais nutrientes
pudessem ser absorvidos e acumulados nos tecidos fotossintetizantes, permitindo a retomada
do crescimento de B. latifolia. O Al pode aumentar a disponibilidade de K*, Ca®*, Mg?*, Fe?*
e Mn? " na solugiio do solo (Zho et al. 2020) e alguns estudos remetem o efeito benéfico do Al
a absorcao de P (Cury et al. 2019; Muhammad et al. 2019; Watanabe 2006). De fato, os teores
de todos os nutrientes, exceto Fe e Cu, se correlacionaram positivamente com o teor de Al nas
plantas de B. latifolia, porém observamos as mais fortes correlacdes entre o Al - K e Al - B
(Fig. 1). O K e o B desempenham papéis fundamentais no processo de divisdo e crescimento
celular nos meristemas apicais das plantas, com K promovendo a pressdo de turgor necessaria
a expansao das células e o B regulando a sintese e a estabilidade de constituintes da parede
celular (Alberts et al. 2010; Riaz et al. 2018). O maior requerimento desses elementos foi
necessario para a producdo de novos brotos e ramificagdes de raizes em B. latifolia apos adi¢ao
do Al

A adaptacdo de plantas nativas do cerrado ao Al em seus solos acidos vem sendo, ha
muito tempo, pensada como estratégias de resisténcia, exclusao ou tolerancia, que transformam
o cation de Al em formas inativas ndo toxicas. Este trabalho, portanto, ¢ o primeiro relato da
essencialidade do Al para o crescimento e desenvolvimento de uma espécie de cerrado, a

herbacea Borreria latifolia (Rubiaceae). O Al nuclear, principalmente nos tecidos
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meristematicos, ¢ necessario para promover a divisdo celular e retomar o crescimento e
desenvolvimento, porém os mecanismos de regulacdo molecular por tras dessa funcdo ainda
devem ser esclarecidos. O Al ligado as paredes dos vasos foi confirmado e considerado
necessario para manter a integridade de sua estrutura. Sugerimos que a secre¢do do Al por
coléteres, até entdo nao registrado para espécies acumuladoras, possa auxiliar na regulagao dos
niveis do metal nos tecidos, assim como os idioblastos, € que o Al possa atuar na defesa de B.
latifolia contra estresses biodticos. Os sintomas da deficiéncia de Al e aspectos da recuperacao
de B. latifolia apos suplementagdo do metal foram descritos e correlacionados aos teores
nutricionais e aos indicativos de estresse oxidativo das plantas, contudo ressaltamos que outros
aspectos fisioldgicos e moleculares de B. latifolia devam ser investigado em relacdo a resposta

ao Al.
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4.8. Tabelas e figuras

Tabela 1: Teores de macro e micronutrientes na raiz e parte aérea de plantas de Borreria latifolia submetidas a auséncia de aluminio (T0) e 0+500 (TO por 40 dias+500 uM de

Al por 17 dias) em cultivo hidropdnico (pH 4,5), ao final de 57 dias.

Orgao Tratamento Al (g/kg) N (g9/kg) P (g/kg) K (g/kg) Ca (g/kg) Mg (9/kg) S (g/kg) Cu (mg/kg) Fe (mg/kg) Zn (mg/kg) Mn (mg/kg) B (mg/kg)
TO 0,5+0,03Bb 27,6+1,9Ab 1,5+0,2Bb 3,3+0,3Ab 9,9 £0,2Ab 1,1£0,0 3Ab 1,9+0,05Ab  33,0+2,8Ba 963,6+213,8Aa 183,7+38,7Ab 35,1+5,8Ab 14,2+0,7Ab

Raiz
T0+500 1,7£0,1Ab 24,1+1,7Ab 3,0+0,3Ab 2,3+0,2Ab 7,5 £0,3Ab 1,2+0,07Ab 1,7£0,07Ab  64,3+3,4Aa 1012,7¢249,6Aa  154,5+12,3Ab 21,945,5Ab 17,94£0,5Ab
Parte TO 4,7+0,21Ba 57,7+6,2Ba 7,620,4Aa 22,9+1,8Ba 30,0+1,2Ba 4,9+0,6Ba 12,840,9Ba  28,2+2,1Bb 503,4+32,7Ab 275+39,3Ba 146,8+10,1Ba  45,3+4,9Ba

aérea T0+500 32,141,6Aa  106,2+3,3Aa  8,7+0,08Aa 45,2+2,2Aa 36,0+1,5Aa 7,6+0,3Aa 20,7+1,6Aa  51,244,6Ab 635,6144,2Ab 452,6x11,6Aa  212,6210,2Aa  76,7+1,4Aa

Meédia =+ erro padrdo (n = 5). Valores seguidos por letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05). Letras maiusculas se referem a comparagao entre

os tratamentos dentro de um mesmo 6rgao, enquanto letras mintisculas se referem a comparagao entre os 6rgdos dentro de um mesmo tratamento.
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Figura 1: Correlagdo entre o teor de Al e nutrientes minerais nas plantas de Borreria latifolia crescidas em meio

acido (pH 4,5) com 0 (T0) e 0+500 (T0+500) uM de Al na solugdo nutritiva de Clark. Coeficiente de correlagdo

linear de Pearson (r); p-valor abaixo de 0,05 indica variag@o, positiva ou negativa, significativa entre os pares de

variaveis avaliados pelo teste de Tukey.
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Figura 2: Parametros de crescimento em plantas de Borreria latifolia expostas a 0 (T0) e 0+500 (T0+500) uM de
Al (a) nimero de ramificagdes na raiz; (b) volume total de raiz e de raizes finas (0-2mm); (c) comprimento total
de raiz e de raizes finas (0-2mm) ¢ (d) biomassa seca de raiz e parte aérea produzidos apds 57 dias em hidroponia.
Barras verticais indicam o erro padrdo (n = 5) e letras diferentes indicam diferenca significativa entre os

tratamentos pelo teste de Tukey (p <0,05).
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TO+500

Figura 3: Raizes de plantas de Borreria latifolia cultivadas com 0 (a, b, e, f, 1,j) ¢ 0 + 500 uM de Al (c, d, g, h, k,
i) por 57 dias em hidroponia. Morfologia da raiz (a - d). Anatomia da raiz em corte longitudinal (e, g) e corte
transversal (f, h). Histolocalizagdo do Al em apices radiculares (i, k) com Lumogallion 10 uM (forte fluorescéncia
nas células da borda em k) ¢ na zona de ramificagdo (j, 1) com Chrome Azurol S (reacdo positiva para Al - cor

azul). Setas indicam a presenca do metal nos nucleos das células.



50

30 dias

Figura 4: Morfologia da parte aérea de individuos de Borreria latifolia (a) nos tratamentos com 0 (b, c, d, e, g) e
0 + 500 (f, h) uM de Al em solugdo nutritiva de Clark (pH 4,5). Inicio das alteragdes morfologicas (b). Seta
indicando a formacao de sulcos (c). Mancha escura de aspecto oleoso (d). Morte de meristemas caulinares (e).
Brotagdes, vistas de cima (detalhe), cinco dias apos o acréscimo de Al (f). Plantas TO (g), com fungos crescendo
sobre as necroses (detalhe), e plantas T0+500 (h), produzindo sementes viaveis (detalhe), ao final de 57 dias de

experimento em sistema hidroponico. Ab - face abaxial da folha.
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Figura 5: Meristemas caulinares de plantas de Borreria latifolia tratadas com 0 (a, ¢, f) e 0+500 uM de Al (b, d, e,

g) ao final de 57 dias de cultivo em solugdo nutritiva. Detalhe morfologico do apice caulinar (a, b) seccionado
longitudinalmente (canto superior direito). Cortes histologicos longitudinais (¢ - g). Caracteristicas das células
adjacentes as necroses (em destaque) nos meristemas caulinares (c-¢). Seta indicando a necrose residual, oriunda
da morte do meristema apical, formada na auséncia do Al. Sitios de acimulo do Al (f, g) identificados pela reagao

em azul com Chrome Azurol S. Nc - Necrose.
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Figura 6: Histoquimica e anatomia da parte aérea de plantas de Borreria latifolia submetidas a 0 (a, c - 1) e 0 + 500
uM de Al (b, j - n) em meio hidroponico por 57 dias. Detecg¢do de morte celular, reagdo em azul, nas folhas com
Azul de Evans (a, b). Corte transversal da folha (c, d, i, j, k, m) e do caule (e-h, 1, n). Setas ressaltando deformagoes
em elementos de vasos (d, e); hipertrofia nas aletas do caule (g); presenca de Al em nticleos (i), vasos (k, I, n) e

idioblastos (m). Asteriscos em d, e, f indicam altera¢des mitoticas. Co — Cortex; Nc - necrose; Xy - xilema.
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Figura 7: Morfoanatomia e histoquimica para deteccdo de Al e polissacarideos em coléteres de Borreria latifolia

nos tratamentos TO e TO+500 uM de Al, apds 57 dias de cultivo em solugdo de Clark (pH 4,5). Morfologia (a).
Exsudag@o do Al na secregdo (seta) do coléter evidenciada em azul pelo reagente histoquimico Solochrome
Azurine (b). Cortes longitudinais (c-f). Intensa cor rosa indicando reagéo positiva para polissacarideos na epiderme
secretora (c). Alteragdo anatomica no coléter de plantas TO (d). Marcagdo do Al com Chrome Azurol S em TO (e)
e TO+500 (f). Reagdo em azul mostra a presenga do metal na palicada secretora e células do eixo do coléter. Tr —

tricoma.
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Figura 8: Abundancia relativa (%) de Al na parede celular dos elementos de vaso de maior calibre na raiz (a), no
caule (b) e na nervura mediana da folha (¢) de Borreria latifolia com 57 dias de cultivo hidropénico em 0 e 0+500
uM de Al Barras verticais indicam o erro padrao (n = 5) ¢ letras diferentes revelam diferenca significativa pelo

teste de Tukey (p <0,05).



56

400 a

1 = Raiz
=== Fplha

300

200

100

Aldeido malénico (nmol g'1 MS)

TO T0+500

3] o3
(=] [=2
1 |

(=2

o+
(e
1

N
[=)
1

Eletrélitos extravasados {%)
N [}
o o
1 1

TO T0O+500

100

80

60

40

Indice Spad

20

TO T 0O+ 500

Figura 9: Avaliagio de estresse oxidativo e Indice Spad (Soil Plant Analysis and Development) de plantas de
Borreria latifolia com 57 dias de cultivo hidroponico em 0 ¢ 0+500 uM de Al (a) Teor de aldeido malénico na
raiz e folhas. (b) Percentual de extravasamento de eletrélitos na folha. (c) indice Spad das folhas. Barras verticais

indicam o erro padrdo (n = 5) e letras diferentes denotam diferenga significativa pelo teste de Tukey (p <0,05).
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CAPITULO 2

Impacto do aluminio sobre parametros fisiologicos e bioquimicos da espécie de cerrado

Borreria latifolia (Rubiaceae)

Ana Paula P. Marques * Ivan B. Viana - Danielle S. Brito - Jodo S. Tomaz - Allan de Marcos

Lapaz - Cleberson Ribeiro * Aristéa A. Azevedo
5.1. Resumo

Borreria latifolia (Rubiaceae) ¢ uma espécie herbacea hiperacumuladora de aluminio (Al) do
cerrado, bioma com solos acidos e alta saturagdo do metal. Estudo anterior confirmou o
acumulo do Al nos cloroplastos de B. latifolia e demonstrou a essencialidade do elemento para
o crescimento e o desenvolvimento dessa espécie. Entretanto, o papel do Al nos cloroplastos e
a sua provavel participacdo na fotossintese, bem como em processos bioquimicos de
crescimento em B. latifolia, ainda nao foram esclarecidos. Hipotetizando que o Al estimula o
metabolismo de B. latifolia, avaliamos o efeito do metal sobre parametros fotossintéticos, teores
de clorofilas, fenolicos, aglicares, amido e proteinas, além da abundancia relativa de nutrientes
nessa espécie. Individuos de B. latifolia coletados em solo do cerrado foram submetidos a dois
tratamentos: OuM de Al por 57 dias (T0) e OuM de Al por 40 dias + 500 uM de Al por 17 dias
subsequentes (T0+500). Apds 24 e 48 horas da adicdo do Al no cultivo, plantas T0+500
apresentaram maiores valores de todos os parametros de trocas gasosas, exceto da eficiéncia do
uso da agua, permanecendo elevados apos 17 dias de exposi¢do ao metal. Resposta semelhante
foi observada para a taxa de transporte de elétrons, a eficiéncia de excitagdo e o rendimento
efetivo do PSII, enquanto o coeficiente ndo fotoquimico foi superior em plantas TO nos trés
tempos. Somente na ultima avaliacdo, o COz intracelular se elevou e o rendimento méximo do
PSII e o coeficiente fotoquimico reduziram nas plantas TO. Ao final do cultivo, plantas T0+500
apresentaram maiores teores de clorofilas a e b, de agucares e de proteinas na raiz. Entretanto,
a concentracao de amido foi maior na raiz de plantas TO, enquanto a de fendis ndo diferiu entre
os tratamentos. As maiores abundancias relativas de Al em todos os 6rgaos, de K na raiz e de
S e Zn na folha foram obtidas no tratamento com Al, enquanto plantas cultivas sem o metal
exibiram maiores percentuais de Zn, Cu e Fe na raiz e de N, Mg e Cu na folha. O Al atua

estimulando a fotossintese e a sintese de metabolitos primarios em B. latifolia.

Palavras-chave: Al essencial, fotossintese, hiperacumuladora de Al.
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Impact of aluminum on physiological and biochemical parameters of the cerrado species

Borreria latifolia (Rubiaceae)

Ana Paula P. Marques * Ivan B. Viana - Danielle S. Brito - Jodo S. Tomaz - Allan de Marcos

Lapaz - Cleberson Ribeiro - Aristéa A. Azevedo
5.2. Abstract

Borreria latifolia (Rubiaceae) is an aluminum (Al) hyperaccumulating herbaceous species from
the cerrado, a biome with acid soils and high metal saturation. A previous study confirmed the
accumulation of Al in the chloroplasts of B. latifolia and demonstrated the essentiality of the
element for the growth and development of this species. However, the role of Al in chloroplasts
and its participation in photosynthesis, as well as in biochemical growth processes in B.
latifolia, have not yet been clarified. Hypothesized that Al stimulates the metabolism of B.
latifolia, we evaluated the metal's effect on photosynthetic parameters, chlorophyll, phenolic,
sugar, starch and protein contents, in addition to the relative abundance of nutrients in this
species. Individuals of B. latifolia collected in cerrado soil were submitted in two treatments:
OuM Al for 57 days (T0) and OuM Al for 40 days + 500 uM Al for 17 subsequent days (TO +
500). After 24 and 48 hours of Al addition to the culture, TO + 500 plants showed higher values
of all gas exchange parameters, except for water use efficiency, staying high after 17 days of
exposure to the metal. Similar behavior was observed for electron transport rate, excitation
efficiency and effective PSII yield, while the non-photochemical coefficient was higher in TO
plants in the three times. Only in the last evaluation, intracellular CO2 increased and the
maximum yield of PSII and the photochemical coefficient reduced in TO plants. At the end of
cultivation, TO + 500 plants presented higher levels of chlorophylls a and b, sugars and proteins
in the root. However, starch concentration was higher in the root of TO plants, while that of
phenols did not differ between treatments. The highest relative abundances of Al in all organs,
of K in the root and of S and Zn in the leaf were obtained in the treatment with Al, while plants
cultivated without the metal exhibited higher percentages of Zn, Cu and Fe in the root and of
N, Mg and Cu in the leaf. Al acts by stimulating photosynthesis and the synthesis of primary

metabolites in B. latifolia.

Keywords: Essential Al, photosynthesis, Al hyperaccumulator.
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5.3. Introducao

O Cerrado, conhecido internacionalmente por ‘savana brasileira’, corresponde ao
segundo maior dominio fitogeografico do Brasil, ocupando uma area de 2 milhdes de km?, o
equivalente a um quarto do territdrio nacional (Coutinho, 1990; Ribeiro e Walter, 1998). A
imensa biodiversidade e o grande endemismo de espécies, bem como a alta taxa de degradacao,
tornam o Cerrado um dos hotspots mundiais para a conservagao (Myers et al., 2000; Forzza et
al., 2010). A vegetacdo de cerrado cresce sobre solos acidos (pH < 5), profundos, altamente
lixiviados, pobres em nutrientes (como Ca, N, K, Mg, P) e ricos em aluminio trocavel (Al*")
(Dezzeo et al., 2004).

O AI** é a espécie quimica do metal mais toxica para as plantas cultivadas (Bustamante
et al., 2012; Singh et al., 2017). As injurias causadas por este elemento em espécies sensiveis
iniciam na raiz e se expandem posteriormente na parte aérea (Rao et al., 2016). Os danos
morfofisiologicos mais frequentes correspondem a necrose de apices radiculares, inibi¢ao de
pelos radiculares e de raizes laterais, ocasionando a menor absor¢do de nutrientes (como Ca, K,
Mg, Fe, N e P) e, consequentemente, a redugdo no crescimento da raiz (Zhao e Shen, 2018;
Jaskowiak et al., 2019; Chandra e Keshavkant, 2021). Com isso, o transporte de nutrientes para
a parte aérea fica comprometido, o que leva ao surgimento de clorores e necroses foliares
(Zhang et al., 2007; Zhao e Shen, 2018). Outras alteracdes relatadas nos oOrgdos aéreos
consistem na perda da regulacdo de abertura e fechamento estomatico, transpiracao foliar
alterada, degradagao de clorofilas, baixa fotossintese liquida e baixo desempenho fotoquimico,
promovendo a redugdo da biomassa de folhas e menor altura de plantas (Nunes-Nesi et al.,
2014; Silva et al., 2018; Chandra e Keshavkant, 2021).

Em contraste, algumas plantas de cerrado armazenam em seus tecidos foliares elevadas
concentracdes do elemento (< 1 g de Al Kg'! de matéria seca), sem que o mesmo cause prejuizos
metabdlicos ou danos celulares, sendo referidas como acumuladoras de Al, segundo critério de
Chenery (1948). Outras espécies, as hiperacumuladoras, chegam a apresentar concentragdes de
Al acima de 10 g kg'! em sua biomassa seca (Jansen et al., 2002; Olivares et al., 2010). O Al é
levado da raiz a parte aérea das plantas via xilema, onde o complexo Al**/citrato é conduzido
pela corrente evapotranspiratéria (Matsumoto et al., 2015; Chandra e Keshavkant, 2021). O
acumulo de Al, conhecido como tolerancia interna, ¢ a estratégia de resisténcia ao metal mais
frequente entre as espécies herbaceas do cerrado (Souza-Fernandes, 2019). As principais
familias botanicas acumuladoras de Al sdo: Melastomataceae, Vochysiaceae, Simplocaceae e

Rubiaceae (Haridasan, 1982; Bressan et al., 2016; Malta et al., 2016, Souza-Fernandes, 2019).
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Rubiaceae ¢ uma das maiores familias de angiospermas, com cerca de 650 géneros e
13.000 espécies descritas (Delprete e Jardim, 2012), abrigando, juntamente com Poaceae ¢
Asteraceae, grande parte das espécies herbaceas mais representativas do Cerrado brasileiro
(Paro, 2013). Segundo Bremer e Eriksson (2009), sdo distinguiveis as subfamilias
Cinchonoideae (9 tribos), Ixoroideae (15 tribos) e Rubioideae (18 tribos), com as espécies
pertencentes a esta ultima tipicamente acumuladoras de Al (Jansen et al. 2000, 2002). Dentre
essas, destaca-se a espécie Borreria latifolia (Aubl.) K. Schum. por hiperacumular o Al em sua
parte aérea, cerca de 30 g de Al Kg!' de matéria seca, quando crescendo em area de cerrado
stricto sensu (Souza-Fernandes, 2019) ou em cultivo hidropdnico com o metal (Capitulo 1).

B. latifolia apresenta as paredes pecto-celuldsicas, os ntcleos e os cloroplastos como os
principais sitios de acumulo de Al, observados nas folhas e caule (Castro, 2013; Souza-
Fernandes, 2019; Capitulo 1). A presenga de Al em cloroplastos parece ser comum entre as
espécies de cerrado acumuladoras do metal (Souza-Fernandes, 2019) e ja foi relada para
Richeria grandis (Cuenca et al., 1991), Rudgea viburnoides (Malta et al., 2016), Callisthene
major € Qualea grandiflora (Andrade et al., 2011). Efeito estimulante do Al na fotossintese e
na produgdo de clorofilas, acarretando no maior crescimento das plantas, vém sendo relatado
para espécies de acumuladoras do metal (Bojorquez-Quintal et al., 2017; Cury et al., 2019; Liu
et al., 2020; Bressan et al., 2021). Contudo, os aspectos fisioldgicos por de tras dessa presenca
do Al nos cloroplastos em espécies de cerrado ainda precisam ser esclarecidos e nos leva a
indagacdo: Qual ¢ a fun¢do do Al no cloroplasto?

Em estudo anterior, foi sugerido que o Al ¢ um elemento essencial para B. latifolia,
embora o seu papel fisiologico ainda ndo tenha sido elucidado (Capitulo 1). A essencialidade
do Al também foi relatada para as plantas de cha (Camellia sinensis), espécie asidtica e
hiperacumuladora do metal (Sun et al., 2020). Segundo esses autores, C. sinensis parece usar o
Al para a divisao e diferenciacdo de células radiculares, promovendo o crescimento da raiz,
visto que o metal se mostrou fundamental para manter a integridade do DNA de células
meristematicas. Além disso, o efeito estimulante do Al sobre o crescimento de raiz e parte
aérea foi descrito para outras espécies de cerrado acumuladoras do metal, como as arboreas
Eugenia dysenterica (Rodrigues et al., 2016), Vochysia tucanorum (Bressan et al., 2021),
Vochysia thyrsoidea (Haridasan, 1988), Miconia albicans e Qualea grandiflora (Haridasan,
1988, 2008; Cury et al., 2019).

A indugdo do crescimento ocasionada pelo Al em plantas acumuladoras do metal vem
sendo atribuida, principalmente, ao alivio da toxidade provocada por outros metais, como Mn,

Fe e Zn, em conjuto com a facilitacdo da absor¢ao de elementos essenciais como N, P e K, que


https://translate.googleusercontent.com/translate_f#9

61

atuam diretamente no processo fotossintético e na relagcdo fonte-dreno (Bojorquez-Quintal et
al., 2017; Muhammad et al., 2019; Zhou et al., 2020), ¢ a sintese aumentada de carboidratos,
em especial a glicose (Moriyama et al., 2016). Ademais, foi demonstrado que o Al eleva o
desempenho fotossintético, o teor de clorofilas e de proteinas (metabdlitos primarios), além de
estimular a exsudagao de substancias organicas, como acidos organicos e fendlicos (metabolitos
secundarios), em plantas nativas e ndo nativas cultivadas na presenca do metal (Nguyen et al.,
2003; Maejima et al., 2017; Cury et al., 2019; Liu et al., 2020; Bressan et al., 2021).

Apesar desses importantes trabalhos sobre a agdo estimulante do Al em plantas e do
relato da essencialidade do elemento para C. sinensis e B. latifolia, pouco conhecemos sobre o
efeito do Al na fisiologia da fotossintese de espécies acumuladoras, em especial nas nativas de
cerrado. Além disso, os mecanismos bioquimicos responsaveis pela retomada do crescimento
e do desenvolvimento de B. /atifolia na presenca do Al ainda sdo desconhecidos.

Desta forma, usamos o cultivo hidroponico para investigar aspectos fisiologicos e
bioquimicos de individuos de B. latifolia, crescendo na auséncia e presenca do Al, testando a
hipotese de que o Al atua estimulando a fotossintese e o metabolismo desta espécie. A presente
pesquisa explorou, pela primeira vez, aspectos fisiologicos e bioquimicos da essencialidade do

Al para a espécie herbacea de cerrado B. latifolia.
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5.4. Métodos

5.4.1. Material vegetal, condi¢oes de cultivo e design experimental

Plantas de B. latifolia em estagio vegetativo, ndo ramificadas, medindo entre 10 e 15 cm
de altura foram coletadas, durante o verdo, em latossolo amarelo do cerrado stricto sensu na
Floresta Nacional de Paraopeba, Minas Gerais (MG) - Brasil (19°20" S e 44°20" W). Os
individuos tiveram suas raizes lavadas, para retirada do solo, e esterilizadas com hipoclorito de
sodio 10% por 10 minutos, sendo transferidos, imediatamente apos esse procedimento, para o
sistema de cultivo hidropdnico. O cultivo se deu, em casa de vegetacdo com 3 L de solucao
nutritiva de Clark (1975) !/> for¢a, pH 4,5, sob constante aeragdo. As plantas foram expostas
aos tratamentos: 0 pM de Al por 57 dias (T0) e 0 uM de AI** por 40 dias, acrescentando-se,
apods esse tempo, 500 uM de Al na solugdo por mais 17 dias (T0+500). Inicialmente, plantas
T0+500 permaneceriam o mesmo intervalo (40 dias) sem e com o Al, porém o cultivo com o
metal foi reduzido para 17 dias, devido ao estdgio avancado dos sintomas de deficiéncia e a
morte de alguns individuos em TO, sinalizando que as plantas nesse tratamento nao
sobreviveriam por mais tempo. Esta concentragdo unica de Al foi usada por ndo haver
quantidade suficiente de individuos para serem expostos a doses crescentes do metal, de modo
que 500 uM de Al foi selecionado em um teste anterior (dados ndo publicados) por estimular a
retomada do crescimento de B. latifolia sem sintomas de toxidade. O Al foi fornecido na forma
de AICls (pH 4,5) e as solugdes renovadas semanalmente. As unidades amostrais foram vasos
de cultivo com um individuo de B. latifolia por vaso (n = 5). O delineamento inteiramente
casualizado (DIC) foi empregado e as plantas foram coletadas ao final do experimento para
realizagdo das analises.

5.4.2. Trocas gasosas e parametros _fotoquimicos

Folhas totalmente expandidas foram avaliadas, em ambos tratamentos, quanto as trocas
gasosas ¢ fluorescéncia da clorofila (Chl a), 1, 2 e 17 dias apds adi¢ao do Al na solugdo de
plantas TO+500. A assimilacio liquida de CO2 (4; umol m? s!), condutancia estomatica (gs;
mol m? s!), taxa de transpiragdo (E; mmol m? s), CO: intracelular (Ci; pmol mol™!) e os
parametros de fluorescéncia foram obtidos com analisador portatil de gas a infravermelho
[modelo Li-6400XT (LI-COR Biosciences Inc., Nebraska, USA)] equipado com camara de
fluorescéncia integrada (modelo LI-6400-40, Lincoln, NE, USA). A eficiéncia do uso da dgua
(EUA = A/E; umol mmol ™) e a eficiéncia instantanea de carboxilacio (EiC = A/Ci; mol ') foram

calculados.
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A fluorescéncia inicial (F0), maxima (Fm), variavel (Fv= Fm - F0) e o rendimento
quantico maximo de PSII (Fv/Fm) foram determinados em folhas aclimatadas ao escuro por 90
minutos. Folhas aclimatadas a luz foram usadas para medir a fluorescéncia inicial (£0) e
maxima (F'm). Calculos foram feitos, como determinado por Oxborough (2004), para a
eficiéncia de captura de excitagdo de PSII aberto (Fv'/Fm"), coeficiente de extingao fotoquimico
(¢P) e ndo fotoquimico (NPQ), taxa linear de transporte de elétrons (ETR) e rendimento

quantico efetivo do PSII (@PSII).

Os parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da Ch/ a foram obtidos na mesma folha,
entre 9:00h e 11:00h (Feistler e Habermann, 2012), sob condi¢des de irradiancia de 1000 umol
fotons m™s!, concentragdo de CO: no orificio da pinga foliar de 400 pmol mol’!, temperatura

entre 25 e 28 °C e umidade relativa de 70 a 77 %.
5.4.3. Andlise bioquimica de metabdlitos

5.4.3.1. Pigmentos fotossintéticos

Para a determinagdao dos teores de clorofila a (Chla) e clorofila b (Chib),
aproximadamente 15 mg de folhas liofilizadas e trituradas em moinho de bola foram
homogeneizados com 700 pL de metanol 100% (v/v), na presenca de polivinilpolipirrolidona
(pvpp). A extragdo se deu em termomixer a 80 °C por 20 minutos sob constante agitacao (500
rpm). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4 °C com 14.000 rpm por 10 minutos e
100 puL dos sobrenadantes recolhidos foram diluidos em 100 pL de 4gua milli-Q ultrapura. As
concentragdes de Chla e de Chlb foram determinadas em espectrofotometro a 653 e 666 nm,
sendo o total de clorofilas (Chl a+b) e a razao entre a clorofila a e a clorofila b (Chla / Chlb)
calculados. Todo o processo de extragao foi realizado com pouca luz para evitar a degradagao

das clorofilas nas amostras (Lisec et al., 2006).

5.4.3.2. Determinagdo dos teores de fenolicos, agucares soluveis, amido e proteinas

totais

Folhas completamente expandidas (4° e 5° nds) e amostras de 5 centimetros de raiz,
obtidas a partir do dpice, foram coletadas, congeladas rapidamente em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80 °C em ultra freezer. As amostras foram liofilizadas por 72 horas, trituradas
em moinho de bola e pesadas, obtendo-se aliquotas de 15 mg, para analises de metabolitos. As
aliquotas foram extraidas, com uma mistura de metanol 100% (700 pL), cloroférmio (375 pL)
e 4gua milli-Q ultrapura (750 pL) gerando duas fases, o sobrenadante, fase liquida, e o

sedimento, fase solida. O sedimento foi lavado por trés vezes com a mesma solucao de extragao
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e ambos, sobrenadante e sedimento, foram armazenados a -20 °C até o momento das analises
(Lisec et al., 2006). O sobrenadante foi utilizado para a quantificagdo de compostos fendlicos e
agucares soluveis, enquanto o sedimento foi usado para quantificar amido e proteina total
(Fernie et al., 2001). Os compostos fendlicos foram determinados pela metodologia de Folin-
Ciocalteu de acordo com Sun et al. (2007). Os agucares (glicose, frutose e sacarose) e o amido
foram analisados como descrito por Stitt et al. (1989) e Daloso et al. (2015). As concentragdes
de proteinas totais foram quantificadas segundo Cross et al. (2006). Todas as medigdes foram

realizadas em um leitor de microplacas VersaMaxTM (Molecular Devices®).
5.4.4. Abunddncia relativa de Al e de nutrientes nos tecidos

Foram coletadas amostras de raiz (apice, zona de alongamento e de ramificagdo);
internddios do caule (1° entreno do apice para base em TO e TO+500 e 3° entren6 do &pice para
base em T0+500) e regido mediana (lamina foliar e nervura central) de folhas expandidas em
TO e TO+500 e de folhas em expansdo em T0+500. As amostras foram fixadas em FAA 50%
(Johansen, 1940) por 48h, desidratadas em série etilica ascendente e secas ao ponto critico com
CO2 (CPD 030, BalTec, Balzers, Liechtenstein). Os fragmentos foram afixados em suportes
metalicos e recobertos com carbono em evaporador Quorum (Q 150 T-E). As amostras de cada
regido da raiz foram dispostas e avaliadas longitudinalmente, sem a exposi¢do dos tecidos
internos desse 6rgdo, enquanto os fragmentos de caules e de folhas foram dispostos e avaliados
transversalmente, obtendo-se os valores relativos (em percentual) de cada elemento mineral
avaliado em uma area composta por todos os tecidos internos desses 6rgaos. A abundancia
relativa (%) do aluminio (Al) e dos elementos: nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), calcio
(Ca), magnésio (Mg), enxofre (S), cobre (Cu), ferro (Fe), zinco (Zn) e manganés (Mn) foi obtida
em microscopio eletronico de varredura (1430 VP, LEO, Cambridge, Inglaterra) acoplado a um
sistema de energia dispersiva (sonda de raio-X) no Nucleo de Microscopia e Microanalise da
UFV. Os valores de abundancia relativa dos elementos minerais foram obtidos para cada 6rgao

(raiz, caule e folha) através da média aritmética dos elementos em cada regido dos orgaos.

5.4.5. Analise de dados

A normalidade e a homogeneidade dos dados foram analisadas pelos testes de Shapiro-
Wilk e de Bartlett, respectivamente, ambos a 5 % de probabilidade. Em seguida, os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) por meio do teste F (p < 0,05). Quando
significativas as caracteristicas foram submetidas ao teste de Tukey (p < 0,05). Como andlise

complementar, a analise de componente principal (PCA) foi realizada usando os pacotes



65

‘FactoMineR’, ‘factoextra’ e ‘ggplot2’. A andlise estatistica dos dados foi realizada no
SigmaPlot versao 11.0 e software R (R Development Core Team 2019), com protocolos

desenvolvidos no mesmo.

5.5. Resultados

As plantas expostas ao Al (T0+500) apresentaram, apds 1, 2 e 17 dias de cultivo com o
metal, maior taxa de assimilagdo de carbono (4), a qual foi acompanhada de uma maior
condutancia estomatica (gs) e transpiracao (£), quando comparadas as plantas TO (Fig. 1a - ¢).
Embora o Al tenha proporcionado o aumento nos valores de CO: intracelular (Ci) no primeiro
e segundo dia apds exposicdo ao elemento, ndo houve diferenca significativa no Ci, entre
plantas TO e T0O+500, 17 dias apds adi¢ao do metal no cultivo (Fig. 1d). Nao houve variagdes
nos valores de eficiéncia do uso da agua (EUA) entre os tratamentos para nenhum dos tempos
de avaliacdo (Fig. 1e). Ja a eficiéncia instantanea de carboxilacdo (E£iC) em plantas TO+500 foi
superior, em todos periodos de avaliagdo, aquelas crescidas na auséncia do elemento (Fig. 1f).
No tratamento com Al (T0+500), todos os parametros de trocas gasosas mantiveram valores
constantes entre as trés avaliagdes, enquanto no tratamento sem Al (T0) a 4 e a EiC

apresentaram uma reduc¢ao em seus valores no ultimo tempo de medi¢ao (Fig. 1a, f).

O desempenho fotoquimico das plantas cultivadas com o Al (T0+500) foi maior do que
aquelas cultivadas sem o metal (Fig. 2). No 1° e 2° dia apods adi¢do do Al na solugdo nutritiva
foi observado um aumento nos valores da eficiéncia de excitagdo do PSII (Fv"/Fm') (Fig. 2b) e
da taxa de transporte de elétrons (E7TR) (Fig. 2e), seguidos pelo maior rendimento quantico
efetivo do PSII (@PSII) (Fig. 2f), em plantas T0+500, mantendo-se superiores a TO até o ultimo
tempo de avaliagdo. Além disso, o Al elevou os valores da eficiéncia fotoquimica maxima
(Fv/Fm) e do coeficiente de extingao fotoquimico (¢P) em plantas T0+500, em relagao a TO,
somente ao final de 17 dias de cultivo com o metal (Fig. 2a, c). J4 o maior coeficiente de
extingdo nao fotoquimico (NPQ) foi observado em plantas TO comparadas a TO+500 nos trés
tempos avaliados (Fig. 2d). Enquanto no tratamento com Al os pardmetros de fluorescéncia da
clorofila a ndo variaram entre as mensuragdes (1, 2 e 17 dias apds exposicao ao Al), observou-
se a queda dos valores de Fv/Fm e gP no tempo final de medicdo em plantas crescidas na

auséncia do metal (Fig. 2a, ¢).

As andlises bioquimicas revelaram que a exposi¢dao ao Al no cultivo hidroponico, em
geral, estimulou o metabolismo de plantas de B. /atifolia (Fig. 3; Tabela 1), sem promover um
incremento de compostos fendlicos (Tabela 1). Em plantas tratadas com Al ocorreu um aumento

no teor de clorofilas a e b (Fig. 3a) e de clorofilas totais (Fig. 3b), ndo havendo diferenga
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significativa na razdo Chl a / Chl b (Fig. 3c). A concentragdo de agucares soltveis nas folhas
foi semelhante para as plantas de ambos os tratamentos, enquanto o teor de glicose, frutose e
sacarose foi, aproximadamente, o dobro nas raizes de plantas T0+500 em relagao a TO (Tabela
1). Entretanto, a concentracdo de amido na raiz de plantas tratadas sem Al foi maior do que nas
plantas expostas ao metal, ndo diferindo estatisticamente para as folhas entre os tratamentos
(Tabela 1), apesar de plantas TO apresentarem 73% mais amido em suas folhas que plantas
T0+500. Plantas TO+500 apresentaram um aumento na concentragdo de proteinas apenas nas
folhas, sendo cerca de 1,5 vezes maior que a obtida em plantas crescidas na auséncia do Al
(Tabela 1). Independente do tratamento, os maiores valores determinados para todos os
metabolitos avaliados foram obtidos nas folhas em relagdo a raiz, exceto os de fenolicos, que

nao diferiram entre os 6rgaos (Tabela 1).

A abundancia relativa de Al exibiu um aumento consideravel na raiz, no caule e na folha
de plantas expostas ao metal (T0+500) com relagdo aquelas ndo expostas (T0), sendo em torno
de duas vezes maior na raiz e no caule e 1,7 vezes a mais na folha (Tabela 2). Plantas crescidas
sem Al (T0) apresentaram 2,2 vezes mais proporg¢ao relativa do metal na raiz do que no caule,
ndo havendo diferenga entre estes 6rgdos e a folha (Tabela 2). J4 no tratamento com Al
(T0+500), a proporgao relativa de Al na raiz foi cerca de 1,7 vezes maior que no caule e folha
deste tratamento (Tabela 2). Além disso, plantas crescidas na presenga de Al apresentaram
maiores porcentagens relativas de K na raiz e de S e Zn na folha, embora o percentual relativo
de Zn na raiz tenha sido maior, assim como os de Cu ¢ Fe, na auséncia do metal (Tabela 2).
Plantas cultivadas sem Al exibiram maiores porcentagens relativas de N, Mg, Cu na folha do
que plantas T0O+500. A abundancia relativa de todos os elementos analisados nao diferiu para o
caule de ambos os tratamentos, bem como as propor¢des relativas de N, Mg e S na raiz, as de
P, Ca e Mn na raiz ¢ na folha ¢ as de K e Fe na folha (Tabela 2). Quanto a distribui¢do dos
elementos pelo corpo das plantas, observou-se que a abundancia relativa de N, S e Mn, para
ambos os tratamentos, ndo diferiram entre os 6rgaos, assim como observado para o Cu e Fe no
tratamento T0+500 e para o K e Zn nas plantas TO (Tabela 2). No entanto, a abundancia relativa
de P, Cu, Fe e Mg, em plantas TO, e a de P e Mg, em plantas T0+500, foi maior na raiz do que
na folha e caule (Tabela 2). Ja os percentuais relativos de Ca, em ambos os tratamentos, ¢ os de
K e Zn, no tratamento com Al (T0+500), foram maiores em 6rgaos aéreos do que na raiz, sendo
os de Ca e K maiores no caule e os de Zn na folha (Tabela 2).

Com as duas primeiras dimensdes (Dim) da analise de componente principal (PCA),

explicando 66% da variagao total dos dados na raiz (Fig. 4) e na folha (Fig. 5), observa-se a
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formacao de dois grandes grupos. O primeiro ¢ formado, tanto na folha quanto na raiz, pela a
abundancia relativa de Cu, Zn, Mg, N e Mn, além dos teores de amido, e esta associado ao
cultivo das plantas sem Al (T0). Além disso, a abundancia relativa de Fe na raiz (Fig. 4) e os
parametros NPQ e EUA, juntamente com os teores de frutose e de sacarose na folha (Fig. 5),
também se relacionaram a TO. Por outro lado, a abundancia relativa de Al, S, K, Ca, além dos
teores de proteinas e glicose, foram agrupados ao tratamento com Al (T0+500) em ambos os
orgaos avaliados (Fig. 4 e 5). Os agucares soluveis, principalmente a sacarose, associaram-se
fortemente as raizes de plantas TO+500 (Fig. 4), enquanto os pigmentos fotossintetizantes, em
especial a Cla, e os demais parametros de trocas gasosas (principalmente A) e de fluorescéncia
da clorofila a foram mais relacionados as folhas desse mesmo tratamento. Apesar de mais fraca,
a abundancia relativa de Fe, P e o conteudo de fendis nas folhas foram relacionados as plantas
T0+500 (Fig. 5).
5.6. Discussao

Estudos contemplando espécies acumuladoras de Al do cerrado submetidas a diferentes
disponibilidades do metal sdo pouco numerosos (Haridasan, 1988, 2008; Cury et al., 2019;
Rodrigues et al., 2019; Bressan et al., 2021), ainda mais em solu¢do nutritiva, provavelmente
pela dificuldade de cultivo dessas plantas. Este estudo ¢ o primeiro relato dos mecanismos
fisiologicos envolvidos na retomada do crescimento e do desenvolvimento de B. latifolia
induzida pelo Al em cultivo hidroponico. Nossos resultados sugerem que o Al nos cloroplastos
de B. latifolia, relatado em trabalhos anteriores (Castro, 2013; Souza-Fernandes, 2019; Capitulo
1), ndo apenas estimula o processo fotossintético, visto que houve um incremento rapido em
quase todos os parametros de trocas gasosas (4, gs, E, Ci, EiC), como também ¢ fundamental
para manté-lo em niveis adequados, o que foi evidenciado pela queda, aos 17 dias, dos valores
de 4 e de EiC (Fig. 1) no tratamento sem Al. Esses resultados relatados para plantas nao
expostas ao Al, em conjunto com os valores aumentados do conteudo interno de CO2 (Ci) no
mesmo tempo de avaliagdo (Fig. 1d), evidenciam efeitos cumulativos de limitagdes bioquimicas
no Ciclo de Calvin-Benson, como possiveis prejuizos gerados a enzima RuBisCo (Taiz e

Zeiger, 2013).

Além disso, as baixas taxas de condutancia estomatica (gs), acompanhados por baixos
valores de assimilagdo de CO2 (4), durante todo o experimento (Fig. la-c), na auséncia de Al,
revelaram uma limita¢do difusiva a fotossintese nesse tratamento. Resultados semelhantes
foram relatados para a hiperacumuladora de Al Vochysia tucanorum (Vochysiaceae), planta

lenhosa de cerrado (Bressan et al., 2021). Esses autores sugeriram que as necroses das raizes de
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V. tucanorum no cultivo sem Al estariam limitando a absor¢ao de dgua e, consequentemente, o
seu transporte para a folha, impondo um baixo estado de hidratacdo do mesofilo, o que levou
ao fechamento estomatico com reducao da fotossintese. O mesmo efeito pode estar ocorrendo
em B. latifolia nesse estudo, ao passo que a necrose da raiz e de folhas foram descritas como

sintomas a falta de Al (Capitulo 1), pressupondo um estado de déficit hidrico.

A adi¢do do Al na solugdo nutritiva parece ter aumentado a energia de excita¢do para o
processo de transporte de elétrons (E7R), mantendo mais centros de reacdo PSII em estado
aberto, aumentando a capacidade de absorcdo da energia luminosa (aumento do ®PSII)
associada a maior sintese de clorofilas, reduzindo, simultaneamente, a susceptibilidade ao dano
fotoinibitério em plantas T0+500. Na planta tolerante do cerrado FEugenia dysenterica
(Myrtaceae), o crescimento da raiz com 200 uM de Al foi atribuido ao aumento do rendimento

quantico efetivo do PSII em relacdo as plantas ndo expostas ao metal (Rodrigues et al., 2019).

As melhores propriedades fotoquimicas observadas no cultivo com Al confirmam que
o0 aparato fotossintético das plantas nesse tratamento se encontrava em melhores condigdes que
as de plantas nao expostas ao metal (Figura 2). Por outro lado, observamos que o estresse
causado pela falta de Al elevou a susceptibilidade de fotoinibi¢ao do PSII na ultima avaliagao,
com a diminuic¢ao da eficiéncia fotoquimica maxima (Fv/Fm) de 0,8, com 1 e 2 dias de medicao,
para 0,77, aos 17 dias, e com a reducdo do coeficiente de extin¢do fotoquimico (¢P) (Fig. 2a,
c¢). Apesar disso, a dissipagdo de energia em plantas de B. latifolia cultivadas sem Al se deu,
preferencialmente, na forma de calor ao invés de fluorescéncia ou de fotodanos (Fig. 2). O
coeficiente de extingdo ndo fotoquimico (NPQ) ¢ intimamente relacionado com o excesso de
energia dissipada na forma de calor sob condi¢des de estresse (Muller et al., 2001; Sasi et al.,
2018), de modo que os elevados valores de NPQ nas plantas TO sugerem que estas estavam sob
estresse em virtude da falta de Al. Os mais altos valores do NPQ na auséncia do Al podem estar
relacionados as redugdes da eficiéncia de excitagdo de PSII aberto (Fv/Fm') e de ¢qP (Fig. 2)
comparado as plantas expostas ao metal. Essa mesma relacdo foi observada por Bressan et al.

(2021) para V. tucanorum.

O efeito estimulante do Al na fotossintese acompanhado pelo o aumento nas
concentragdes de clorofilas a e b (Fig. 3), o que refletiu no aumento do ETR, ®PSII, Fv/Fm,
Fv'/Fm'e gP, como ocorreu em B. latifolia, também foi relatado para espécies acumuladoras
do metal do género Camellia sp. (Mukhopadyay et al., 2012, Hajiboland et al., 2013, Liu et al.,
2020). Além disso, o surgimento de cloroses foliares parece ser comum em plantas de cerrado

cultivadas sem Al (Haridasan 1988, 2008; Souza et al., 2017; Cury et al., 2019; Bressan et al.,
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2021), indicando que a falta de Al no meio leva a degradagdo e compromete a biossintese de

pigmentos fotossintéticos, conforme observado neste estudo.

A fotossintese elevada promoveu também o aumento na sintese de outros produtos do
metabolismo primario em plantas de B. latifolia submetidas ao Al, como os aglcares soluveis
na raiz e proteinas nas folhas (Tabela 1). A sintese aumentada de agucares soluveis e de
proteinas solveis totais, tanto na raiz quanto nas folhas, fruto do estimulo da fotossintese, foi
observado em Camellia japonica (Theaceae), planta tolerante ao Al, expostas a diferentes
concentragdes de Al (500, 1000 e 2000 uM) com relagdao a O uM de Al (Liu et al., 2020). Em
Q. grandiflora, o melhor aspecto das plantas no cultivo com Al foi associado aos teores de
glicose e frutose na raiz, cerca de quatro vezes maiores que no cultivo sem Al, e de pigmentos
fotossintéticos nas folhas (Cury et al. 2019). Moriyama et al. (2016), trabalhando com mudas
de carvalho (Quercus serrata), indicaram a glicose como a principal substancia envolvida no
crescimento da raiz induzida por Al, através do aumento na atividade do nitrato redutase (NR)
e acido abscisico (ABA) em plantas expostas ao metal. Em nosso estudo todos os trés acticares
(glicose, frutose e sacarose) parecem ter a mesma importancia no processo de retomada do
crescimento e o desenvolvimento de B. latifolia promovido pelo Al, visto que os seus teores
dobraram no cultivo com o metal em relagdo ao cultivo sem o metal (Tabela 1), apesar dos
maiores valores terem sido observados para a glicose. A sacarose € uma das principais fontes
de energia para as células, sendo esse agucar, juntamente com seus produtos de clivagem
(glicose e frutose), moléculas essenciais ao metabolismo e regulagdo do crescimento e
desenvolvimento das plantas (Smeekens, 2000; Leon e Sheen, 2003; Gibson, 2005). Em
contrapartida, os teores de amido na raiz foram maiores na auséncia de Al (T0) do que na sua
presenca (T0+500), assim como foi descrito para Q. serrata em plantas tratadas com Ca e nao
expostas ao Al (Moriyama et al., 2016). Esse resultado diverge do observado em E. dysenterica,
na qual o maior acimulo de amido na raiz ocorreu na presenca do Al com estimulo do
crescimento do orgao (Rodrigues et al., 2019). Dificil explicar essa alteragdo provocada pelo
o Al no metabolismo de carboidratos nas raizes de B. latifolia, mas podemos supor que esse
maior acimulo de amido nas raizes de plantas TO, em comparagdo a T0+500, decorra da
inibicao do crescimento da raiz nesse tratamento (Capitulo 1), ndo havendo, assim, o consumo
(hidrdlise) dessa reserva energética. Portanto, estudos posteriores avaliando a atividade das
enzimas amido sintetase e amilase, de forma simultanea aos aspectos avaliados neste trabalho,
fazem-se necessarios para compreender o processo de acimulo de amido em raizes de plantas

ndo expostas ao Al. Além disso, o acimulo de amido observado nas folhas de plantas TO (73%
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maior em relagdo a TO+500), apesar de estatisticamente ndo significativo (Tabela 1), pode estar
biologicamente associado aos baixos valores de K nas plantas desse tratamento. O K atua
ativamente no co-transporte de agucares, na forma de sacarose, dos tecidos fotossintetizantes
(fonte) para os orgdos consumidores (dreno), como a raiz, de modo que a deficiéncia deste
nutriente mineral leva ao acimulo desses aglcares, na forma de gridos de amido, nos

cloroplastos, o que promove a retroinibi¢do da fotossintese (Taiz e Zeiger, 2013).

Os compostos fendlicos atuam como antioxidantes em plantas sob estresse (Michalak,
2006) e tém sido apontados como importantes na tolerancia ao Al de espécies nativas (Malta et
al., 2016, Rodrigues et al., 2019) e nao nativas (Mukhopadyay et al., 2012) do cerrado, ao
promover a “desintoxica¢do” do elemento (Kochian et al., 2015). Ao contrario do relatado
nessas literaturas, a sintese de compostos fendlicos (metabdlito secundario) ndo foi afetada
pelos tratamentos em B. latifolia (Tabela 1), apesar deste ter sido agrupado na PCA no
tratamento com Al (Fig. 4 e 5). Isso refor¢a que o Al ndo ¢ toxico para B. latifolia, pelo
contrario, os nossos resultados confirmam que o elemento ¢ essencial, como foi sugerido

anteriormente (Capitulo 1), ao metabolismo normal dessa espécie.

Embora a andlise de abundancia relativa (raios - X) nao reflita, necessariamente, as
concentragdes dos nutrientes nos tecidos, esta pode informar os sitios de acumulo do Al (Malta
et al., 2016; Nogueira et al., 2019), indicar o padrao de distribui¢do dos elementos entre tecidos
e orgaos (Malta et al., 2016) e expressar a relacao entre os elementos. Essa andlise revelou que
araiz € o 0rgao que apresenta a maior proporcao relativa de Al em ambos os tratamentos (Tabela
2), evidenciando esse 6rgdo como um importante sitio de acimulo do elemento. Percentuais
consideraveis de Al, maiores que os de muitos nutrientes (como por exemplo, os de K e de Mg),
foram observados nos 6rgaos de plantas ndo expostas ao Al (T0), indicando a presenca do metal
nos tecidos, mesmo sendo usados para a analise de raios - X fragmentos de 6rgaos formados
em hidroponia (sem Al). Isso nos permite inferir que houve uma redistribui¢do do Al, advindo
do crescimento inicial em campo, de partes mais velhas para as mais novas das plantas. Segundo

Zeng et al. (2013), a redistribuicdo do Al na planta pode ocorrer e ela se da via floema.

A adi¢do do Al na solugdo de plantas TO+500 promoveu o aumento na abundancia
relativa de Al, a qual foi acompanhada pelo aumento na abundancia relativa de K na raiz, de S
e de Zn na folha. A elevagao da abundancia relativa do K na raiz pode estar associada a melhora
do sistema radicular em plantas expostas ao Al, através do aumento na atividade de enzimas
(como sintases, quinases, transferases e redutases) envolvidas, principalmente, na conversao de

agucares em energia para o crescimento (Broadley et al., 2012). O incremento na proporg¢ao
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relativa de S e Zn na folha, provavelmente, reflete a sintese aumentada de proteinas no
tratamento com Al, ja que estes nutrientes sdo fundamentais para a ocorréncia desse processo,
com o S participando da estrutura de aminoacidos e ligagdes dissulfidicas e o Zn regulando
enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogénio (Broadley et al., 2012, Taiz e Zeiger, 2013).
Em contrapartida, houve a reducdo da abundancia relativa de N, Mg e Cu na folha e de Zn, Cu
e Fe na raiz das plantas apds exposicao ao Al (Tabela 2). O Al modulando as relagdes
(proporgdes) entre os nutrientes, promovendo um equilibrio destes nos 6rgaos de B. latifolia,
pode ter contribuido, em parte, para as melhores respostas metabolicas nesse tratamento, visto
que a toxidade de outros metais (Cu, Zn, Mg, Fe) poderia estar atuando na auséncia do Al
(Bojorquez-Quintal et al., 2017; Muhammad et al., 2019). Nossos resultados diferem do
descrito para a espécie de cerrado Rudgea viburnoides (Rubiaceae) em trabalho de campo, na
qual a abundancia relativa de nutrientes (Ca, Fe, N, P e S) ndo teve relagdo com a abundancia
relativa do Al nos tecidos (Malta et al., 2016), mostrando que as estratégias das espécies nativas

ao Al sdo diversas e necessitam de mais investigacao.

Por ultimo, a analise de componentes principais (PCA) explicitou a relagdo entre o Al e
os todos parametros fisiologicos e bioquimicos avaliados neste trabalho (Fig. 4 e 5),
corroborando os resultados anteriores € a nossa hipotese de que o metal atua na fotossintese.
Propomos que o Al estimula a fotossintese através do equilibrio entre as proporgdes de
nutrientes favorecendo a sintese de acucares soluveis na raiz, fonte de energia utilizada no
processo de retomada do crescimento e desenvolvimento de B. latifolia, e de proteinas nas

folhas.

5.7. Conclusoées

Nossos resultados sustentam a hipotese de que o Al atua na fotossintese, exercendo um
efeito estimulante, e que a retomada do crescimento e desenvolvimento de Borreria latifolia na
presenca do metal se da, principalmente, com a melhora do aparato fotossintético, constitui¢ao
e funcionamento, das plantas, proporcionando a sintese aumentada de fotoassimilados e de
proteinas na folha e contribuindo para presenca adequada de agucares na raiz. Esse efeito
positivo do Al sobre aspectos do metabolismo de B. latifolia foi relacionado a mudanga na
proporcao relativa do Al no cultivo com o metal, cujo aumento afetou os percentuais de K
(aumento), Fe (redugdo), Zn (reducao) ¢ Cu (reducdo) na raiz e os de S (aumento), Zn
(aumento), N (reducdo), Mg (redugdo) e Cu (redugdo) na folha em relagdo ao cultivo sem Al.

O Al nos cloroplastos, confirmado em trabalho anterior, estimulando a fotossintese no presente
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estudo pode ser assumido como uma adaptagdo de B. latifolia as elevadas concentragdes de

Al ** presente nos solos 4cidos do cerrado.
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Figura 1: Parametros de trocas gasosas em plantas de Borreria latifolia cultivadas por 57 dias, em hidroponia,

sem Al (0 uM) e com adicao de Al (0 + 500 pM) apds 40 dias sem Al. Analises realizadas em 1, 2 e 17 dias apds

adi¢do de Al no cultivo. Taxa liquida de assimilagdo de carbono (4), condutancia estomatica (gs), transpiragdo

(E), carbono interno (Ci), eficiéncia do uso da agua (EUA) e a eficiéncia instantanea de carboxilagdo (EiC). Média

+ erro padrdo (n = 5). Letras minusculas comparam os tratamentos dentro de um mesmo tempo de avaliagao,

enquanto letras maitisculas comparam os tempos de avaliagdo dentro de um mesmo tratamento de acordo com o

teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 2: Parametros de fluorescéncia da clorofila a em Borreria latifolia cultivada por 57 dias, em hidroponia,

sem Al (T0) e com adig¢@o de 500 uM de Al apos 40 dias sem Al (TO + 500). Avaliagdes realizadas em 1 dia, 2

dias e 17 dias apds adi¢do de Al a solugdo. Fv/Fm - Eficiéncia fotoquimica méaxima do PSII, Fv'/Fm’ - eficiéncia

de captura de excitagdo do PSII, gP - coeficiente fotoquimico, NPQ - coeficiente ndo fotoquimico, ETR - taxa

linear de transporte de elétrons e PhiPS2 (®PSII) - rendimento quantico efetivo do PSII. Médias + erro padréo (n

= 5). Letras mintsculas comparam os tratamentos no tempo de avalia¢do, enquanto letras maiusculas comparam

os tempos avaliados dentro de um tratamento de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 3: Teores de clorofila a e b em plantas de Borreria latifolia cultivadas por 57 dias, em hidroponia, sem Al
(TO) e com adicao de 500 uM de Al apos 40 dias sem Al (TO + 500). A) teor de clorofila a e b (Chl). B) teor de
clorofila total (Chl a + b). C) razdo de clorofila a e b (Chl a/ Chl b). Cada coluna representa a média + erro padréo

(n=15) e as letras indicam diferengas significativas de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 1: Concentracdes de compostos fendlicos soluveis totais, aguicares soluveis (glicose, frutose e sacarose),
amido e proteinas totais na raiz e na folha de Borreria latifolia cultivada por 57 dias, em hidroponia, sem Al (0) e
com adi¢do de Al 500 uM de Al apo6s 40 dias na auséncia de Al (0+500 Al). Analise realizada 17 dias apds adig¢ao

de Al a solugdo.

Tratamentos
. Raiz Folha
Metabolitos 0 Al 0 + 500 Al 0 Al 0 +500 Al
Fendlicos (mg g MS) 8,9aA +2,21 10,8 aA + 2,50 11,1aA £ 2,20 15,4 aA + 3,18

Glicose (mmol kg MS) 410bB+2,26 842aB+129 1755aA+37,36  180,7 aA + 19,33

Frutose (mmol kg™ MS) 359bB+0,49 68,7aB 1,86 326,6 aA + 43,55 246,3 aA £ 0,96

Sacarose (mmol kg™ MS) 245bB+3,61 52,1aB+4,05 103,2aA £ 4,28 99,8 aA +2,77
Amido (mmol kg™ MS) 39,2aB+4,19 20,0bB+4,92 897,9aA+12293 519,0aA + 131,86
Proteina (mg g MS) 6,1aB +0,83 6,8 aB + 0,44 14,3bA + 0,70 20,6 aA £ 0,97

Os dados representam médias = erro padrdo (n = 5). Letras mintsculas indicam diferencas significativas entre os
tratamentos dentro dos 6rgdos e letras maitsculas denotam diferengas significativas dos orgdos dentro de cada

tratamento, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 2: Abundancia relativa (%) de Al e de outros elementos (N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Zn, Mn) na raiz, no caule e na folha de plantas de Borreria latifolia sem Al (TO) e
com adicdo de 500 uM de Al ap6s 40 dias na auséncia de Al (0+500), detectada por microscopia eletronica de varredura com sonda de raios-X (SEM-EDS) acoplada. Analise

realizada ao final do experimento (57 dias).

Orgio Tratamento Al (%) N (%) P (%) K (%) Ca (%) Mg (%) S (%) Cu (%) Fe (%) Zn (%) Mn (%)

0 6,1aA£0,62  341aA+2,66  105aA+135 1,3 bA +0,24 18,3 aB + 0,50 3,9 aA+ 0,42 125aA+1,17 56aA+0,74 53aA+124  23aA+0,57  026aA=0,02

Raiz
0+500 11,7 bA £ 0,87 27,8 aA + 1,51 12,2aA £ 1,16 2,2aA +0,16 22,1aC+ 1,82 3,5aA +0,32 16,4aA+2,03 0,7bA+0,07 23bA+034 0,9bAB=+0,06 0,26 aA + 0,02
0 2,8 aB £ 0,89 28,2 aA +7,88 3,2aB+0,99 0,6 aA +0,22 35,1 aA +£5,48 1,9 aB + 0,57 24,3 aA + 5,81 1,5aC+0,66 0,8aB+0,27 1,4 aA £ 0,43 0,20 aA + 0,04

Caule
0+500 5,4 bB + 0,68 27,4 aA +1,97 4,9 aB +0,74 1,3 aB +0,22 37,3 aA +2,07 1,9 aB + 0,24 19,2 aA +2,23 0,8aA+0,10 1,1 aA£0,20 0,5 aB + 0,06 0,20 aA + 0,02
0 4,6 aAB + 0,81 39,6 aA + 1,21 4,9 aB +0,43 1,1 aA +0,12 26,9 aAB+2,29  3,3aAB+0,21 12,7 bA £ 1,83 33aB+0,13 0,9aB+0,13 0,3bA +0,1 0,2 aA £0,06

Folha
0+500 8,1 bB % 0,96 26,1bA % 1,1 6,7aB+£0,88  1,5aAB+026 303aB=1,66  2,0bB+0,26 215aA+1,9  13bA+037 13aA+035 122A+03 0,2 aA + 0,04

Os dados representam médias + erro padrdo (n = 5). Letras mintisculas indicam diferengas significativas entre os tratamentos dentro dos 6rgédos e letras maiusculas denotam

diferencas significativas entre os 6rgaos dentro de cada tratamento, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 4: Analise de componentes principais (PCA) na raiz de plantas de Borreria latifolia cultivadas, em meio
hidropdnico por 57 dias, sem (T0) e com 500 uM de Al apds 17 dias sem Al(TO+500). Os teores de fendis, de
acucares, de amido e de proteinas, bem como a abundancia relativa de Al e de nutrientes na raiz foram usados

como variaveis nessa analise.
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Figura 5: Anélise de componentes principais (PCA) na folha de plantas de Borreria latifolia expostasa 0 uM e 0

+ 500 uM de Al em solugdo nutritiva por 57 dias, usando os resultados de trocas gasosas e de fluorescéncia, os

valores de clorofilas, fendis, agticares, amido e proteinas, além da abundancia relativa de Al e nutrientes como

variaveis.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

O cultivo hidropdnico permitiu um melhor entendimento das respostas de B. latifolia ao Al,
entretanto sugerimos a realizagdo de experimentos que testem diferentes concentragdes do
metal nesse meio (preferencialmente inferiores a empregada neste estudo), a fim de estabelecer
a mais adequada ao crescimento desta espécie. Associado a isso, faz-se necessario a inclusao
do tratamento: presenca do Al do inicio ao fim do experimento para verificar aspectos
morfoanatomicos e fisiologicos com intuito de corroborar a proposta da essencialidade do metal
para B. latifolia. Ademais, coletas pontuais ao longo do experimento, como por exemplo, antes
da aplicacao das dosagens de Al e imediatamente apds, principalmente para as andlises
nutricionais e estruturais (microscopia de luz, de varredura e de transmissao, utilizando-se um
fixador de maior preservacao, como a solugao de Karnovsky), sao fundamentais para a melhor
compreensdo da relagdo Al - nutrientes e da formagdo de gemas adventicias no processo de
retomada do crescimento e do desenvolvimento. A realizagdo de andlises de regulacdo génica,
moleculares do DNA e do nucleo em células meristematicas serdo de extrema importancia para
certificar a funcao do Al em B. latifolia. Sugerimos também que protocolos que possibilitem o
cultivo das plantas de B. latifolia em laboratério sejam desenvolvidos, a fim de obter uma matriz

de plantas mais homogéneas para os proximos experimentos.
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