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RESUMO

SILVA, Ivanilson Lucena da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2019.
Contribuicdo das caracteristicas estruturais e bioquimicas na resisténcia ao
aluminio, em duas espécies do cerrado. Orientadora: Aristéa Alves Azevedo.

A despeito da presenca de aluminio (Al) nos solos, as plantas do cerrado apresentam
estratégias mitigadoras dos efeitos nocivos deste metal que € téxico para a maioria das
plantas. Boa parte das informacdes sobre as espécies do cerrado se referem a plantas que
acumulam grande concentracdo de Al na parte aérea as quais estdo distribuidas
especialmente nas familias Rubiaceae, Vochysiaceae e Melastomataceae. Este estudo
objetivou avaliar as caracteristicas estruturais e bioquimicas envolvidas na resisténcia ao
Al em espécie acumuladora de Al Symplocos nitens (Symplocaceae) e compard-las com
as de Pera glabrata (Peraceae) espécie ndo acumuladora de Al. Para tanto, plantas foram
coletadas em uma darea do cerrado senso strictu, sob Latossolo Amarelo, na Floresta
Nacional (FLONA) de Paraopeba. Foram realizadas andlises anatdmicas, nutricionais e
bioquimicas de folhas de primeiro, terceiro e quinto nés de ambas as espécies. Apesar de
algumas semelhancgas qualitativas, como mesofilo dorsiventral, folhas hipoestomaticas e
presenca de idioblastos contendo drusas na lamina foliar, as folhas de P. glabrata e S.
nitens diferem em parametros quantitativos, especialmente em folhas de terceiro e quinto
nés. A diferenga mais marcante foi a espessura da parede periclinal externa das células
epidérmicas, que chega a ser até duas vezes mais espessa em folhas de S. nitens que em
P. glabrata. Por outro lado, a espessura da cuticula propriamente dita e parénquima
palicddico € maior em folhas de P. glabrata. O Al se concentra principalmente nas células
epidérmicas e do colénquima em folhas de S. nitens, ocorrendo maior concentracao desse
elemento nas folhas do quinto nd, com elevados teores relativos do metal nas células
epidérmicas. Em P. glabrata o baixo teor de Al ndo foi alterado entre as folhas dos
diferentes estddios de desenvolvimento. Apesar de ndo acumular Al, P. glabrata
tanslocou pequena quantidade do metal para suas folhas e, pelo mapeamento com EDS,
foi possivel observar uma sobreposicdo com o Si, indicando um possivel papel desse
elemento na detoxificacdo do Al que € translocado para a parte aérea dessa planta. Os
compostos fendlicos apresentam distribuicdo mais homogénea entre os tecidos foliares
de P. glabrata e mais concentrada na epiderme em S. nitens. O teor desses compostos s6
variou nas folhas jovens de P. glabrata, onde foi maior, sugerindo um papel anti-
herbivoria importante nessa espécie. Em folhas jovens de S. nitens nio foi verificada essa

diferenca e, nessa espécie, sugerimos que os compostos fendlicos presente nas células
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epidérmicas pode também atuar na resisténcia, agindo como um agente quelante do metal.
O padrdo de acimulo dos macronutrientes € similar entre as espécies, a exce¢ao do N,
cuja concentracdo € muito maior em folhas jovens de P. glabrata, e o Ca com maior
concentracdo em folhas jovens de S. nitens. Dada a grande quantidade desse elemento em
folhas jovens de S. nitens, sugerimos que o Ca também pode estar envolvido na
detoxificacdo do Al nessa espécie. A concentracdo de aminodcidos foi maior em folhas
de primeiro n6 de ambas as espécies, embora a concentracdo de proteinas ndo tenha
variado entre as folhas de S. nitens. Em relacdao aos pigmentos fotossintetizantes, folhas
de P. glabrata investem em carotenoides enquanto as de S. nitens em clorofila b,
indicando diferentes formas de protecdo do aparato fotossintético conta o excessso de
radiacdo luminosa. Nossos resultados corroboram o que tem sido verificado em outros
estudos e mostram que as maiores concentragdes de Al em S. nifens sdo encontradas em
folhas mais velhas. Acreditamos que esse padrdo de distribuicdo esteja intimamente
relacionado com a espessura da parede celular das células epidérmicas de S. nitens, em
especial das camadas cuticulares, que aumenta consideravelmente a medida que a folha
envelhece e atua como sitio preferencial de acimulo do metal. Confirmamos o carater
ndo acumulador de P. glabrata e, uma vez que a concentracao de Al ndo variou entre as
folhas, sugerimos que essa espécie utiliza um eficiente mecanismo de exclusao de Al em

suas raizes, que precisa ser melhor compreendido.
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ABSTRACT

SILVA, Ivanilson Lucena da, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, March, 2019.
Contribution of the structural and biochemical characteristics in the resistance to
aluminum in two species of the cerrado. Advisor: Aristéa Alves Azevedo.

Despite the presence of aluminum (Al) in soils, cerrado plants present strategies that
mitigate the harmful effects of the metal that is toxic to most plants. Much of the
information on cerrado species refers to plants that accumulate high concentration of Al
in the aerial part, which are distributed especially in the families Rubiaceae, Vochysiaceae
and Melastomataceae. This study aimed to evaluate the structural and biochemical
characteristics involved in resistance to Al in accumulating species of Al Symplocos
nitens (Symplocaceae) and to compare them with those of Pera glabrata (Peraceae) non
Al accumulating species. For that, plants were collected in an area of the cerrado sensu
strictu under Yellow Latosol in the National Forest of Paraopeba. Anatomical, nutritional
and biochemical analyzes of first, third and fifth nodes of both species were performed.
In spite of some qualitative similarities, such as dorsiventral mesophyll, hypoestomatic
leaves and presence of druid-containing idioblasts on the leaf blade, P. glabrata and S.
nitens leaves differ in quantitative parameters, especially in third and fifth node leaves.
The most striking difference was the thickness of the external periclinal wall of the
epidermal cells, which is up to twice as thick in leaves of S. nitens as in P. glabrata.

On the other hand, the thickness of the cuticle and palisade parenchyma is greater in
leaves of P. glabrata. Al is mainly concentrated in the epidermal cells and the colenchyma
in leaves of S. nitens, occurring higher concentration of this element in the leaves of the
fifth node, with high relative contents of the metal in the epidermal cells. In P. glabrata
the low Al content was not altered between the leaves of the different stages of
development. In spite of not accumulating Al, P. glabrata tanslocated small amount of
the metal to its leaves and, through the mapping with EDS, it was possible to observe an
overlap with the Si, indicating a possible role of this element in the detoxification of the
Al that is translocated to the aerial part of this plant. The phenolic compounds present a
more homogeneous distribution between P. glabrata leaf tissues and more concentrated
in the epidermis in S. nifens. The content of these compounds varied only in young leaves
of P. glabrata, where it was higher, suggesting an important anti-herbivory role in this
species. In young leaves of S. nitens this difference was not verified and in this species
we suggest that the phenolic compounds present in the epidermal cells may also act on

the resistance acting as a chelating agent of the metal. The pattern of macronutrient
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accumulation is similar among species, with the exception of N, whose concentration is
much higher in young leaves of P. glabrata, and Ca with higher concentration in young
leaves of S. nitens. Given the large amount of this element in young leaves of S. nitens,
we suggest that Ca may also be involved in the detoxification of Al in this species. The
concentration of amino acids was higher in first node leaves of both species, although the
concentration of proteins did not vary among the leaves of S. nitens. In relation to the
photosynthetic pigments, leaves of P. glabrata invest in carotenoids whereas those of S.
nitens in chlorophyll b, indicating different forms of protection of the photosynthetic
apparatus, counts the excess of light radiation. Our results corroborate with what has been
verified in other studies, and show that the highest concentrations of Al in S. nitens are
found in older leaves. We believe that this pattern of distribution is closely related to the
thickness of the cell wall of epidermal cells of S. nitens, especially the cuticular layers,
which increases considerably as the leaf ages and acts as the preferred site of
accumulation of the metal. We confirmed the non-accumulating character of P. glabrata
and, since the concentration of Al did not vary between leaves, we suggest that this
species uses an efficient mechanism of Al exclusion in its roots, which needs to be better

understood.



INTRODUCAO

O cerrado € o segundo maior dominio do Brasil, com uma édrea aproximada de 2
milhdes de km?, ocupando principalmente a regido central do pais (Ratter et al. 1997).
Sua flora € composta por espécies herbaceas, arbustivas e arbdreas que juntas formam um
mosaico vegetacional caracteristico desse ambiente (Coutinho 1978). Dentre os vérios
fatores que determinam a distribuicdo dessas espécies estd o solo, com peculiaridades
fisico-quimicas limitantes ao desenvolvimento de diversas plantas (Ribeiro e Walter
2008). Uma das principais caracteristicas edaficas do cerrado € a baixa saturacdo de bases
e a elevada saturag@o de aluminio (Al) (Dias 1996, Lopes e Cox 1977).

A disponibilidade de formas téxicas do aluminio (Al) em solos 4cidos restringe o
crescimento de diversas espécies sensiveis (Vitorello et al. 2005). Algumas plantas, no
entanto, recorrem a estratégias que mitigam esse dano, sendo por isso consideradas
resistentes ao metal. Essas estratégias envolvem a exclusio, onde a absor¢do de Al pelas
raizes € reduzida, e a tolerancia interna, na qual o Al € absorvido e compartimentalizado
nas células em formas metabolicamente inativas (Kochian et al. 2015). Ezaki et al. (2013)
verificaram uma combina¢do desses mecanismos em uma espécie de Poaceae,
evidenciando que esses mecanismos nao sio mutuamente excludentes e ocorrendo em
conjunto podem aumentar a capacidade das plantas em resistir aos efeitos toxicos do Al.

Esfor¢os vem sendo feitos na tentativa de melhor esclarecer as respostas das plantas
ao Al (Poschenrieder et al. 2015). Nao obstante, as plantas nativas do cerrado carecem de
estudos que buscam entender as caracteristicas morfofisiolégicas envolvidas na
resisténcia ao Al. As informagdes existentes sobre as adaptacdes das plantas nativas do
cerrado aos elevados teores de Al no solo se referem, principalmente, as espécies
acumuladoras deste metal (Haridasan 1982, Andrade et al. 2011, Bressan et al. 2016,
Malta et al 2016). Essas plantas sdo assim classificadas por apresentarem mais de 1000
mg. kg de Al na parte aérea, conforme critério proposto por Chenery (1948). Entre as
familias botinicas que apresentam representantes com a capacidade de acumular esse
elemento na parte aérea estdo: Rubiaceae, Vochysiaceae, Melastomataceae, Myrtaceae e
Loganiaceae (Cuenca et al. 1991, Jansen et al. 2002). Levantamentos fitossociolégicos
realizados no cerrado t€ém demonstrado que tanto as espécies acumuladoras quanto as nao
acumuladoras de Al compartilham das mesmas condicdes edaficas, muitas vezes

competindo fortemente pelos recursos disponiveis (Andrade et al. 2002).



A Floresta Nacional (FLONA) de Paraopeba € uma é4rea de cerrado com cerca de 200
hectares, distando 103 km de Belo Horizonte. Ha alguns anos, essa drea vem despertando
o interesse de pesquisadores de diversas dreas, notavelmente os botanicos, que buscam
entender um pouco mais da ecologia, anatomia e fisiologia das plantas ocorrentes na
regido (Nascimento 2011, Tolentino 2011, Miranda-Guevara 2015, Santana 2017). J4 se
sabe, por exemplo, que as diferentes formagdes vegetais do cerrado da FLONA estdo
relacionadas com classes de solos distintas (Neri 2007). As formagdes de cerraddo
(mesotrofico e distrofico) estdo associadas com o Latossolo Vermelho, o cerrado s.s
denso estd associado com Latossolo Vermelho-Amarelo e o cerrado s.s estd associado
com Latossolo Amarelo e Cambissolo.

No cerrado s.s sobre Latossolo Amarelo, Neri (2007) registrou a ocorréncia de
diferentes espécies, algumas das quais reconhecidamente acumuladoras de Al, como
Miconia albicans e Salvertia convallariodora. Além dessas, Pera glabrata se destaca
entre aquelas espécies de maior abundancia e, até o momento, ndo hd registros do
acimulo de Al nos 6rgdos vegetativos dessa planta. Um teste realizado em campo com
um marcador especifico para Al indicou o cardter ndo acumulador de P. glabrata. Por
outro lado, Symplocos nitens, que também ocorre na area de cerrado s.s sobre Latossolo
Amarelo, foi caracterizada como espécie acumuladora de Al por Carvalho-Janior (2012).
De fato, a familia Symplocaceae é constituida por espécies acumuladoras do metal. Em
um estudo recente, Schmitt (2016) destacou a capacidade das espécies do género
Symplocos em estocar grandes quantidades de Al em diferentes 6rgdos vegetativos, o que
desperta a curiosidade em entender os mecanismos envolvidos na resisténcia dessas
plantas ao metal.

O principal foco dos trabalhos desenvolvidos com espécies acumuladoras t€m sido
a histolocaliza¢do do Al nos diferentes 6rgdos. O elemento se liga preferencialmente as
paredes pecto-celuldsicas em tecidos como epiderme, colénquima, parénquima e floema
(Haridasan 1982, Andrade et al. 2011, Malta et al. 2016) sem que isso interfira no
metabolismo dessas plantas. Porém, pouca atencao tem sido dada as diferencas estruturais
entre as espécies como espessura de parede celular, nimero de camadas de tecidos entre
outras, que podem permitir uma maior ou menor superficie de contato ao Al. Também
sdo escassas informagdes que dizem respeito a relagdo entre a idade da folha e a
concentragdo de metal acumulado pela planta. Uma vez que o Al segue a rota de
transpiracdo (Shen e Ma 2001), € de se esperar que folhas mais velhas apresentem maiores

concentragdes, dada a maior atividade fisiologica e tecidos totalmente diferenciados.



Determinar os sitios de acimulo do Al nos diferentes tecidos das plantas €
extremamente Util, uma vez que a partir da sua localizacdo € possivel inferir sobre as
estratégias de resisténcia ao metal utilizadas por essas plantas. No entanto, € preciso
atentar para as limitac¢des e diferencas que podem surgir quando utilizadas as diferentes
técnicas para esse fim. O uso de corantes para marcar o Al nos tecidos € bastante utilizado,
mas diferentes corantes costumam detectar sitios diversos, sem contar que o modo de
processamento do material vegetal também pode interferir no resultado final (Carvalho-
Janior 2012). A utilizacdo de outras técnicas para detec¢ao de Al em plantas de cerrado,
como a microenergia dispersiva por raio X (EDS) vem se mostrando uma eficiente
ferramenta complementar aos tradicionais testes histoquimicos (Bressan et al. 2016,
Malta et al. 2016)

Embora o acimulo de Al na parte aérea seja um fato para algumas espécies de
cerrado, essa ndo € a Unica estratégia utilizada por essas plantas, visto que um grande
nimero de espécis ndo acumula o metal e a variedade de respostas que as espécies
cultivadas apresentam quando expostas ao Al. Em muitas espécies, a quelacdo do Al com
dcidos organicos, bem como um eficiente aparato de defesa antioxidante sdo bons
indicativos de resisténcia ao Al (Barceldé e Poschenrieder 2002, Kochian et al. 2015).
Embora ndo sendo tdo eficiente quanto os dcidos organicos na quelacdo do Al, os
compostos fendlicos desempenham um papel importante tanto no meio extra quanto
intracelular em varias espécies. Malta et al. (2016) demostraram a sobreposicdo de
compostos fendlicos com sitios de actimulo do Al em R. viburnoides, sugerindo um papel
importante desse metabdlito na detoxificagao do metal.

A manuten¢do do status nutricional das plantas de Cerrado parece ser uma
caracteristica adicional de resisténcia, visto que em espécies nativas o Al ndo altera a
absorcdo de elementos como Ca, Mg, K, N (Haridasan 2008). Contrariando o que se
verifica em espécies cultivadas, algumas nativas parecem depender do Al para se
desenvolver. Em um estudo realizado com Miconia albicans (Melatomataceae),
Haridasan (1988) verificou que em solos calcdrios a espécie apresentava sintomas de
deficiéncia nutricional e reducdo de crescimento, que logo eram revertidos quando da
transferéncia para solos 4cidos, o que sugere um papel essencial do Al no metabolismo
dessa planta. Dessa forma, € necessdrio entender melhor a relacao nutricional das espécies
de cerrado com diferentes estratégias de resisténcia ao Al

O fato de que nas espécies ndo acumuladoras de Al ndo ocorre a translocacdo de

quantidades significativas do metal para a parte aérea, sugere que essas plantas devem
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possuir mecanismos que diminuem ou impedem a absor¢do do elemento pelas raizes.
Porém, esses mecanismos devem ser melhores investigados nessas plantas. A liberacao
de 4cidos organicos pelas raizes tem sido observada em um grande niimero de espécies
(Zheng et al. 1998, Morita et al. 2011) e, por isso, é considerada um dos principais
mecanismos de exclusio ao Al No entanto, alguns estudos destacam a acdo dos
compostos fendlicos (Poschenrieder et al. 2008) e do aumento na producio de mucilagem
como mecanismo de exclusdo.

Objetivando lancar luz sobre as estratégias adaptativas de Symplocos nitens as
condicdes de Al no solo do cerrado, este estudo propde comparar as caracteristicas
estruturais e bioquimicas desta espécie com as de Pera glabrata, que ndo acumula Al em
seus tecidos. Para isso, procuramos responder as seguintes questdes: i — existe uma
relacdo positiva entre a idade da folha e a concentracdo de Al acumulada?; ii — existem
diferencas estruturais entre as folhas de P. glabrata e S. nitens que proporcionam o maior
acimulo do Al? iii — O teor de compostos fendlicos estd associado a quantidade de Al

acumulado?

MATERIAL E METODOS
Area de estudo e material vegetal

Este estudo foi realizado na Floresta Nacional de Paraopeba (FLONA-Paraopeba),
localizada na cidade de Paraopeba-MG (19°20°S, 44°20°W). A FLONA abrange uma
area de 200 hectares, com clima Aw de verdes chuvosos e invernos secos (Koppen 1948).
O indice pluviométrico médio anual é de 1327 mm e a temperatura média é de 21°C
(IBGE 2007). A selecdo das espécies Pera glabrata e Symplocos nitens se deu com base
em levantamento fitossociolégico realizado na drea de estudo por Neri (2007). A coleta
do material vegetal ocorreu na drea de Cerrado senso strictu sob Latossolo Amarelo.
Foram marcados 10 individuos de cada espécie, distribuidos aleatoriamente dentro de
uma parcela de 20x100 metros. As plantas analisadas foram padronizadas quanto ao vigor
e altura, sendo coletadas aquelas com aproximadamente trés metros de altura. Folhas do
primeiro, terceiro € quinto nds foram coletadas em nitrogénio liquido para andlises

posteriores.

Anatomia e histoquimica



As amostras da regido mediana das folhas foram fixadas em FAA 50 (Johansen
1940), desidratadas em série etilica até etanol 70% (Kraus & Arduin 1997) e estocadas
para posterior anélises. O material foi incluido em glicol metacrilato (Leica Historesin) e
submetido a microtomia para a obtengdo de sec¢des transversais (7 pm), em micré6tomo
rotativo de avango automadtico (modelo RM2155, Leica Microsystems Inc., Deerfield,
USA). Em seguida, uma parte dos cortes histolégicos foi corada com azul de toluidina
0.05% em 0.1 M tampao fosfato pH 6.8 (O’Brien et al., 1964), para caracterizacdao
anatdmica do 6rgao e micromorfometria foliar, enquanto a outra parte foi destinada ao
teste histoquimico para deteccao do Al nos tecidos. Para isso, os cortes foram submetidos
ao reagente especifico Chrome Azurol’S (Kukachka & Miller 1980) por 60 minutos e,
posteriormente, lavados por cinco minutos em 4dgua destilada e montados entre 1amina e
laminula utilizando Permount.

Para identificar o conteido das paredes celulares em diferentes tecidos, foram
utilizados os reagentes Vermelho de Ruténio e Fluoroglucina, que coram compostos
pecto-celuldsicos e lignina, respectivamente, seguindo protocolo proposto por Johansen
(1940). Também foi realizado um teste para deteccdo de cutina com Sudan III, seguindo
metodologia de Pearse (1972). Para realizacdo desses testes, foram feitos cortes a mao
livre do material fixado, os quais foram transferidos para um vidro de rel6gio contendo a
solucdo do reagente. Apds 15 minutos, os cortes foram lavados em etanol 70% e
montados entre ldmina e laminula com gelatina.

A fim de investigar uma possivel complexa¢do de compostos fendlicos com o Al,
foram realizados testes histoquimicos para detec¢do desses metabdlitos. Para isso,
amostras de folhas foram coletadas e fixadas em solu¢do de formalina 4% com sulfato
ferroso 10% por 72 horas. O controle do teste consistiu de amostras previamente coletadas
em metanol P.A. por 72 horas (para a extracdo dos compostos fendlicos). Posteriormente
essas amostras foram transferidas para a solucdo de formalina, por igual periodo. Apds
lavagem em 4gua destilada, o material foi desidratado em série etilica até 70%, onde
foram estocadas para posterior andlises (Johansen 1940). Os cortes histologicos foram
feitos a mao livre, com auxilio de uma ldmina de aco e montados entre lamina e laminula
com gelatina.

Todas as imagens foram capturadas com auxilio de camera digital
(AxionCamHRcZeiss) acoplada a fotomicroscépio (modelo AX-70 TRF, Olympus
Optical, Toquio, Japdo), pertencentes ao Laboratorio de Anatomia Vegetal da UFV.

Andlise micromorfométrica



Na andlise micromorfométrica foi mensurada a espessura da cuticula
propriamente dita e da camada cuticular, das faces adaxial e abaxial, espessura das células
epidérmicas, do pararénquima pali¢ddico e esponjoso e espessura total da 1dmina foliar.
Foram utilizadas cinco folhas de cada estddio de desenvolvimento para cada individuo,
totalizando 30 folhas ao todo. Para cada folha, confeccionou-se uma lamina com cinco
cortes, dos quais foi obtido uma imagem por corte. Em cada imagem, foram realizadas
cinco medi¢Oes por parametro avaliado. Essas medicOes foram feitas com auxilio do

software Image-Pro® Plus (version 4.1, Media Cybernetics, Inc., Silver Spring, USA).

Determinacdo dos fenois totais

Amostras de folhas foram coletadas em nitrogénio liquido e, posteriormente, 0,2
g foram maceradas, também em nitrogénio liquido, e homogeneizada em 2 ml de metanol
80%. O extrato metandlico foi avaliado por meio de espectroscopia na regidao do visivel,
utilizando o método Folin-Ciocalteu proposto por Singleton et al. (1999). O extrato foi
centrifugado a 12.900 xg a 4°C por 15 minutos. O preparo das reacdes se deu pela adi¢do
de aliquotas do sobrenadante a metanol 80% e Folin-Ciocalteu 10%. Carbonato de s6dio
foi adicionado apds 10 minutos e as amostras, entdo, foram incubadas a 45°C por 45
minutos. Nova centrifugacgao foi feita a 12.900 xg a 4°C por 3 minutos, seguida por leitura
em espectrometro a uma absorbancia de 765 nm. O teor de fendis totais foi determinado
pela interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva de calibragao construida
com padrdes de 4cido tanico, na faixa de 0 a 50 pl!, com resultados expressos em mg de

dcido tanico por g de massa seca.

Mapeamento e abunddncia de Al em tecidos foliares

Fragmentos da por¢cdo mediana das folhas foram fixados em Karnovsky por 48
horas (Karnovsky 1965). Em seguida, o material foi desidratado em série etilica, seco
com CO2 em equipamento de ponto critico (Baltec, modelo CPD 030, Liechtenstein),
afixado em stubs com fita dupla face e cobertos com carbono utilizando um evaporador
(Quorum Q150 T). A distribuicao e a abundancia relativa (%) de Al , P, Ca, K, Mg, Si,
Mn e Fe foram analisadas em microscépio eletronico de varredura (1430 VP, LEO,
Cambridge, Inglaterra) com sonda de raios-X acoplada (IXRF systems X-EDS, 15715,
Brookford Drive, Houston, TX, 77059), pertencente ao Nucleo de Microscopia e
Microanélise da UFV (NMM/UFV).



Quantificacdo do Al e nutrientes na parte aérea

Para determinar a concentracio de aluminio e nutrientes nas folhas das plantas em
estudo, seguiu-se metodologia adaptada de Tedesco et al. (1995). As folhas coletadas
foram secas em estufa com ventilagdo forcada a 60°C até obtencdo de peso constante e,
posteriormente, trituradas em moinho de facas. Os teores de aluminio (Al), fésforo (P),
célcio (Ca), potéssio (K), magnésio (Mg) e ferro (Fe) foram determinados pela digestao
de 0,2 g de material vegetal em solucao nitroperclérica (3:1) (overnight em acido nitrico
- HNO3 70% e posteriormente em dcido perclérico - HCIO4 70%) e a concentragcdo de N
em digetdo sulftirica. Os teores de Al e nutrientes foram obtidos por meio espectrometro
de emissdo atdmica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES, Optima 7300 DV

PerkinElmer, Inc. Shelton, CT, USA).

Extracdo de metabdlitos

Aproximadamente 50 mg do material vegetal coletado em nitrogénio liquido
foram macerados, também em nitrogé€nio liquido e, em seguida, adicionou-se 250 uL de
etanol 98%. Apds essa etapa, o material foi homogeneizado, incubado e submetido a
agitacao por 20 minutos a 80°C. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 5
minutos a 21.000 xg a 4°C e o sobrenadante transferido para tubos devidamente
identificados para a determinag¢do de aminodcidos. O precipitado foi submetido a duas
novas extragdes em etanol 80% e 50%, respectivamente (Gibon et al. 2004, Nunes-Nesi
et al. 2005, 2007). O precipitado foi utilizado para a quantificacdo de proteina total

insolavel.

Determinagdo de aminodcidos totais

Os teores de aminoécidos totais foram determinados seguindo protocolo proposto
por Gibon et al. (2004). O extrato etandlico foi adicionado a tampao citrato 1 M pH 5,2
com 4cido ascorbico 0,2%, etanol 70% e solugdo de ninhidrina 1% (p/v em etanol 70%)
em microplaca. Em seguida, a microplaca foi envolvida em fita de aluminio resistente a
alta temperatura e incubada por 20 minutos a 95°C. Entdo, foi realizada uma centrifugacao
por 10 segundos a 16.000 xg e as amostras foram transferidas para nova microplaca, onde
foi realizada a leitura das absorbancias a 570 nm em leitor de microplacas (Multiskan

GO, ThermoScientific, Waltham, EUA). Uma curva padrdo de leucina na faixa de O a



0,25 mM foi preparada e utilizada para o célculo do conteddo total de aminodcidos nas

amostras, o qual foi expresso por grama de massa fresca.

Determinacgdo de proteina

O contetido de proteina foi determinado a partir do protocolo descrito por Gibon
et al. (2004), em que o precipitado, correspondente a fracdo insolivel em etanol e dgua,
foi solubilizado em NaOH 0,1 M e, apds ressuspensdo, as amostras foram incubadas por
1 hora a 95°C sob agitacdo a 800 xg. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a
21.000 xg por 5 minutos e, em seguida, o sobrenadante foi coletado e diluido em NaOH
0,1M.

O reagente de Bradford (Bradford 1976) foi utilizado para a quantificacdo,
adicionando-se a amostra diluida e a absorbancia foi lida a 595 nm em leitor de
microplacas (Multiskan GO, ThermoScientific, Waltham, EUA). Uma curva padrdo na
faixa de 0 a 2,4 pg de albumina de soro bovino (BSA) foi preparada e utilizada para o

célculo do contetiido de proteina nas amostras, o qual foi expresso por grama de massa

fresca da amostra.

Extracdo e determinagdo de pigmentos fotossintetizantes

Para determinar os teores de clorofila a, b e carotenoides seguiu-se protocolo
adaptado de Lichtenthaler (1987). Cerca de 40 mg do material vegetal foram
homogeneizado em acetona 80% e CaCO;3; e mantidos em gelo no escuro durante 30
minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 15.000 xg a
4°C e o sobrenadante transferidos para tubos devidamente identificados, no qual foi
adicionado 1 ml de acetona 80%. Apds 30 minutos, foi feita nova centrifugacdo e as
leituras das absorbéncias foram realizadas nos comprimentos de onda de 663, 646 e 470

nm para clorofila a, clorofila b e carotenoides, respectivamente.

Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variincia two-way (ANOVA),
com esquema fatorial 2x3 (duas espécies e trés estadios de desenvolvimento foliar) com
5 repetigdes, usando o software R. Médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5%

de probabilidade.



RESULTADOS
Mapeamento, abunddncia relativa e quantificacdo de Al e nutrientes em tecidos foliares

Conforme se observa na tabela 1, as concentragcdes de N e P reduziram
significativamente da folha de primeiro n6 para as folhas de terceiro e quinto nés em P.
glabrata. Essa reducdo foi mais acentuada para o N, com queda de 41% da folha de
primeiro né para a folha de terceiro e 54% da folha de primeiro né para a folha de quinto.
A concentracdo K reduziu apenas em folhas de quinto n6 e as concentragdes de Ca, Mg
e Fe aumentaram da folha de primeiro para quinto né. O aumento do Ca foi de
aproximadamente 66% do primeiro para o terceiro né e de 81% do primeiro para quinto
no.

Em S. nitens, as concentragdes de P e K diminuiram da folha de primeiro para a
folha de terceiro n6, enquanto a concentragdo de Mg aumentou apenas na folha de terceiro
né. As concentracdes de N e Fe permaneceram constantes nos trés estddios de
desenvolvimento. Por sua vez, houve um aumento considerdvel das concentracdes de Ca
e Al, sendo neste ultimo de cerca 52% da folha de primeiro para a folha de terceiro n6 e
de 64 % da folha de primeiro para a folha de quinto né.

Quando comparada as duas espécies, P. glabrata apresentou as maiores
concentragdes de N nas folhas de primeiro e terceiro nd, P nas folhas de primeiro né e
Mg nas folhas de quinto né. J4 S. nitens, apresentou as maiores concentracdes de K e Ca
nas folhas de primeiro né e Mg nas folhas de terceiro nd. A concentragdo de Al em folhas
de S. nitens aumentou significativamente, sendo até trés vezes maior em folhas de quinto
né se comparada as de primeiro. Em P. glabrata a concentracdo do Al ndo variou entre
os diferentes estadios de desenvolvimento foliar, e € extremamente baixa se comparada
com as concentragOes encontradas em folhas de S. nitens.

Na figura 1 € possivel observar a distribuicdo do Al em folhas de P. glabrata. A
coloragdo verde mais intensa indica a presenca do metal, e pode ser vista em alguns
pontos da epiderme, principalmente nas folhas de terceiro n6 (Fig. 1 B2). Sobrepondo os
pontos de acimulo de Al, foi verificado a presencga do Si, indicado pela cor azul (Fig. 1
B3). Os outros elementos avaliados apresentaram uma distribui¢do mais uniforme nas
diferentes folhas analisadas (dados nao mostrados).

Em S. nitens, o Al tende a se distribuir de forma mais uniforme nas folhas de
primeiro n6 (Fig. 2 A2) e, a medida em que a folha envelhece, o elemento tende a se

concentrar em ambas as superficies epidérmicas (Fig. 2 B2, C2). A coloragdo amarelada
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indica a presencga do Ca, que se sobrepde aos sitios de acimulo do Al, principalmente nas
folhas de terceiro e quinto nés (Fig. 2 B3, C3). Os demais elementos também
apresentaram uma distribuicao homogénea entre os tecidos.

A tabela 2 mostra a abundancia relativa de Al nos diferentes tecidos foliares em
P. glabrata e S. nitens. A proporcao de Al tende a aumentar na epiderme adaxial, floema
e colénquima da folha de primeiro para a folha de quinto né em P. glabrata. Em S. nitens,
esse padrdo foi observado no parénquima palicaddico, parénquima, floema e colénquima,

mas apenas da folha de primeiro para a folha de terceiro.

Anatomia, histoquimica e micromorfometria foliar

As folhas de primeiro né de P. glabrata apresentam os tecidos ainda em
diferenciagdo, j4 indicando uma estrutura dorsiventral (Fig. 3 C), diferente do verificado
em S. nitens onde as c€lulas do mesofilo encontram-se isodiamétricas (Fig. 3 C). A
epiderme € unisseriada e suas células apresentam aspecto colunar. Em P. glabrata, é
possivel observar escamas na face abaxial da epiderme (Fig. 3 C). As células epidérmicas
da face adaxial em S. nitens sao maiores que em P. glabrata, apesar de a espessura da
cuticula propriamente dita e da parede periclinal externa nao variar significativamente
entre as espécies (Tab. 3). Por sua vez, ndo houve variacao na altura das células, tampouco
da espessura da cuticula na face abaxial da epiderme (Tab. 3).

O mesofilo das folhas de primeiro n6 de P. glabrata apresenta uma camada de
parénquima pali¢addico e cerca cinco camadas de células isodiamétricas com poucos
espacos intercelulares (Fig. 3 C). que se diferenciardo em mais uma camada de
parénquima palicadico e parénquima esponjoso Em S. nitens ndo € possivel distinguir as
células do parénquima palicadico e esponjoso (Fig. 3 F). Nas folhas do 3° e 5° nds, de um
modo geral, ndo houve variagdo na espessura dos parénquimas pali¢adico e esponjoso das
duas espécies (Tab. 3), embora o parénquima pali¢cddico em P. glabrata ocupe uma édrea
do mesofilo 10% maior que em S. nifens. A espessura total da 1amina foliar também nao
variou entre as espécies (Tab. 3). Tanto em P. glabrata quanto em S. nitens, a nervura
mediana apresenta c€lulas dos tecidos de conducio e sustentacdo pouco diferenciadas,
embora ja seja possivel distinguir os elementos de vaso do xilema primario (Fig. 3 C, F).

As folhas de terceiro e quinto nds de ambas as espécies ja apresentam tecidos
totalmente diferenciados e ndo foram observadas variagdes estruturais entre esses dois
estadios de desenvolvimento. Em P. glabrata, a epiderme da face adaxial e abaxial €

unisseriada. Na face adaxial, é possivel observar algumas células achatadas sobrepostas
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a uma célula globosa, que armazena conteddo mucilaginoso (Fig. 3 E). Em S. nitens, a
epiderme também apresenta uma Unica camada de células. A espessura da parede
periclinal externa das células epidérmicas em S. nitens foi o dobro da encontrada em P.
glabrata, tanto na face adaxial quanto abaxial (Tab. 3). A figura 4 (I3) evidencia a reacdo
positiva com o regente Vermelho de Ruténio (coloracdo avermelhada) confirmando a
presenca de pectina nessas paredes. Por outro lado, a espessura da cuticula foi maior nas
folhas de terceiro n6 de P. glabrata que nas de S. nitens, embora em folhas de 5 né esse
parametro nao tenha variado (Tab. 3). A reagdo alaranjada observada na parede periclinal
externa P. glabrata e S. nitens (Fig. 4 B-C, E-F) indica a presenga de cutina, que reage
positivamente com o Sudan III. Tanto P. glabrata quanto S. nitens apresentam estomatos
apenas na face abaxial da epiderme e, em S. nifens, também podem ser observados
tricomas tectores, especialmente na regido da nervura mediana (Fig. 3 H3).

Ambas as espécies apresentam mesofilo dorsiventral e, em P. glabrata, os
parénquimas palicddico e esponjoso apresentam de duas a trés camadas e de sete a dez
camadas de células, respectivamente (Fig. 3 E). Symplocos nitens apresenta uma camada
de parénquima pali¢ddico com células colunares caracteristicas e uma segunda camada,
onde as células colunares se alternam com células lobadas (Fig. 3 G1). O parénquima
esponjoso € formado por vérias camadas de células. Em folhas de terceiro nd, embora a
espessura do parénquima pali¢ddico ndo varie entre as espécies, o parénquima esponjoso
€ menos espesso em P. glabrata que em S. nitens, onde ocupa cerca de 80% do mesofilo
(Tab. 3). A despeito da variac@o na espessura desses tecidos em folhas de terceiro no, as
folhas de quinto né de ambas as espécies ndo apresentaram diferencas significativas
nesses parametros (Tab. 3). Tanto P. glabrata quanto S. nitens, apresentam uma grande
quantidade de idioblastos contendo drusas (oxalato de cdlcio), tanto na regido do mesofilo
quanto da nervura mediana.

A nervura mediana de P. glabrata é formada por um feixe colateral em arco aberto
e um feixe adaxial. Na regido central € possivel observar células mucilaginosas (Fig. 3
E). Uma faixa cambial é observada entre os elementos de xilema e floema (Fig. 3 D2).
Ao redor do feixe, encontra-se camadas de fibras gelatinosas, evidenciadas pela coloracdo
avermelhada com o reagente Fluoroglucina (Fig. 4 C2). Symplocos nitens apresenta um
feixe colateral semicircular ocupando a regido mediana da folha. Assim como ocorre em
P. glabrata, em S. nitens também se observa uma faixa cambial (Fig. 3 H2) e fibras
gelatinosas envolvendo a regido do feixe (Fig. 4 I1). Algumas camadas de colénquima

angular sdo encontradas tanto na parte adaxialr quanto abaxial da nervura (Fig. 4 12).
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Nao houve reagdo positiva com o Chrome Azurol’S em nenhum dos tecidos
foliares de P. glabrata (Fig. 4 C1). Porém, em S. nitens, o teste para a detec¢do do Al
evidenciou a presenca deste metal em diferentes tecidos, desde as folhas de primeiro até
as folhas de quinto né. Nas folhas de primeiro né o Al ocorre principalmente na parede
das células epidérmicas (Fig. 4 G). Nas folhas de terceiro e quinto nds, observa-se uma
coloragdo mais intensa do reagente na epiderme e no colénquima e menos intensa nas
células do clorénquima (Fig. 4 H-I). Nao foi verificada a reacdo positiva em células de
paredes lignificadas, como as dos elementos de vaso do xilema e as fibras (Fig 4 H).

A presenca de compostos fendlicos nos tecidos foliares de P. glabrata e S. nitens
foi evidenciada pelo teste histoquimico realizado neste estudo, onde a coloragdo
enegrecida do conteido celular indica a presenca deste metabdlito. Em P. glabrata, é
possivel observar que independente do né avaliado, a distribui¢do desses compostos se
da de maneira homogénea por toda a lamina foliar (Fig. 5 A, C, E). Jd em S. nitens, essa
distribui¢do homogénea é observada especialmente nas folhas de primeiro de n6 (Fig. 6
A) pois tanto nas folhas de terceiro quanto nas de quinto nd, a localizacdo dos compostos
fendlicos se da preferencialmente nas células epidérmicas (Fig. 6 C, E). Além disso, em
algumas células se verifica que os fendlicos nao foram totalmente extraidos pelo metanol
(Fig 6 B, D, F).

O teor de compostos fendlicos soliveis totais (FST) em folhas de primeiro né de
P. glabrata foi significativamente maior que nas folhas de terceiro e quinto nd, que
apresentam concentragdes similares entre si (Fig. 7). Em S. nitens, o teor de FST ndo
varia, independente do n6 avaliado. Apesar de o teor de FST nas folhas de primeiro n6
em P. glabrata ser quase que o dobro do encontrado nas folhas de primeiro né de S.
nitens, nas folhas de terceiro e quinto nds o teor desse metabdlito € bastante proximo entre

as duas espécies estudadas.

Aminodcidos totais e proteinas

O teor de aminoécidos totais apresentou uma tendéncia similar nas duas espécies
estudadas (Fig 8). Em ambas, as folhas de primeiro né apresentam teores
significativamente maiores quando comparadas com as folhas de terceiro e quinto nos.
Entre as folhas do mesmo nd, ndo ha diferencas significativas nos teores de aminoacidos
em P. glabrata e S. nitens.

Com relacdo ao teor de proteinas soluveis, as folhas de terceiro né de P. glabrata

apresentam os maiores teores, seguidas pelas folhas do primeiro e quinto n6. Em S. nitens
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ndo hd variacdo no teor de proteinas entre as folhas dos diferentes nés. Quando
comparadas entre si, as folhas de P. glabrata apresentam um teor de proteinas

significativamente maior que as folhas de S. nitens.

Pigmentos fotossintetizantes

As folhas de primeiro né de P. glabrata apresentam um teor de clorofila a, b e
carotenoides maiores que as folhas de terceiro e quinto nd. Por outro lado, a razdo
clorofila a/b foi maior nas folhas do quinto n6 (Fig. 9). Em S. nitens, os teores de clorofila
a sdo maiores em folhas de terceiro n6 e os teores de clorofila  sdo maiores em folhas de
terceiro e quinto nds (Fig. 9). A razao clorofila a/b é maior em folhas de primeiro n6 e
ndo varia entre as folhas de terceiro e quinto nés. O teor de carotenoides nessa espécie
permaneceu constante, independentemente do né avaliado.

De um modo geral, o teor de clorofila a, b e carotenoides € maior em folhas de
primeiro n6 de P. glabrata se comparado a S. nitens. No entanto, o teor de clorofila b nas
folhas de terceiro e quinto nés € maior em S. nitens que em P. glabrata. O teor de

carotenoides em folhas de terceiro e quinto nds nao variou entre as espécies estudadas.

DISCUSSAO

Pera glabrata e Symplocos nitens sao duas espécies que ocorrem no cerrado e que
compartilham o mesmo tipo de solo dcido, porém com estratégias distintas de resisténcia
ao Al. Enquanto a primeira transloca pequenas quantidades desse elemento para suas
folhas, indicando apresentar um eficiente mecanismo de exclusio, S. nitens hiperacumula
o Al na parte aérea, sendo uma espécie tolerante aos efeitos nocivos do metal.

Variacdes na concentracdo de nutrientes entre P. glabrata e S. nitens foram
encontradas nas folhas de primeiro ndé. Mas apesar dos diferentes mecanismos de
resisténcia utilizados, as folhas de terceiro e quinto nds de ambas as espécies apresentam,
de um modo geral, um perfil nutricional bastante similar entre si. Os valores médios das
concentragdes de nutrientes nas folhas de P. glabrata e S. nitens se aproximam daqueles
que tém sido encontrados em outras espécies do cerrado (Sousa et al. 2017; Malta et al.
2016).

O padrao de acumulo dos macronutrientes nas folhas das espécies estudadas
também apresentou um comportamento semelhante. Com excec¢do do N, que permaneceu
constante em S. nitens, as concentracoes de P e K diminuiram a medida que a folha

envelheceu. Por outro lado, os teores de Ca e Mg aumentaram, embora para o Mg as
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folhas de primeiro e quinto nds de S. nitens apresentem teores similares. Elementos como
N, P, K, Mg apresentam uma elevada mobilidade no floema e, ndo raro, sdo remobilizados
para as folhas mais novas a medida em que as folhas velhas entram no processo de
senescéncia (White 2012). Embora as folhas de quinto n6 de ambas as espécies ndo
apresentem sinais aparentes de senescéncia, esse € um processo bastante complexo e uma
série de eventos, incluindo a remobilizacdo de nutrientes, acontecem antes que 0s sinais
visiveis de senescéncia sejam identificados (White 2012).

Tanto o N quanto o P sdo elementos chave no metabolismo vegetal pois sdo
constituintes de proteinas, enzimas e 4cidos nucleicos (Maathuis 2009). Nas folhas de
primeiro n6é de P. glabrata, os teores de N e P sdo cerca de duas vezes maiores que os
observados nas folhas de primeiro né de S. nitens. Em solos pobres, como € o caso do
cerrado, as folhas mais maduras costumam ser fonte de nutrientes, como o N, para o
desenvolvimento das folhas mais jovens (Malagoli et al. 2005) e a eficiéncia de
remobilizacdo € extremamente varidvel entre as espécies (Maillard et al. 2015). O fato de
as concentracdes de N e P serem maiores nas folhas de primeiro n6 em P. glabrata indica
que essa espécie apresenta uma alta eficiéncia de mobilizagao desses nutrientes quando
comparada com S. nitens. Como a concentra¢do de N ndo variou nas folhas de S. nitens,
€ provavel que nessa espécie as folhas ndo desempenhem um papel de fonte de N. Além
disso, dada a grande diferenca na concentracdo desses elementos € de se esperar que S.
nitens tenha uma exigéncia nutricional menor que P. glabrata no inicio do
desenvolvimento foliar, o que justifica a baixa mobilidade desses nutrientes para as folhas
de primeiro né.

Tem sido relatado que o Ca e o Mg amenizam os efeitos provocados pelo Al em
plantas (Lambers et al. 2008), sugerindo que a deficiéncia desses nutrientes estd
relacionada com a toxidez do metal. O mecanismo exato pelo qual esses elementos
atenuam os efeitos do Al ndo é bem compreendido. No entanto, Ca e Mg podem reduzir
a saturacdo de Al no apoplasto bem como deslocar superficialmente o Al da membrana
das células das raizes, reduzindo os sitios de ligacdo do metal (Grauer e Horst 1992,
Kinraide 1998). Em S. nitens, o Ca parece ser fundamental para na capacidade de
acumular grandes concentragdes de Al na parte aérea. Estudos anteriores com espécies
do género Symplocos ja haviam relatado uma correlacao positiva entre os ions de Ca e Al
ndo soO nas folhas, mas em outros 6rgaos vegetativos (Schmitt et al. 2016), indicando que

para espécies do género o Al ndo interfere na absor¢ao do Ca.
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O Ca é um nutriente de baixa mobilidade (White 2012), sendo assim é de se
esperar que sua concentracao seja maior em folhas mais velhas como verificado em P.
glabrata e S. nitens. Contudo, quando comparadas as folhas de primeiro n6 das duas
espécies, S. nitens apresenta cerca de quatro vezes mais Ca que P. glabrata. Essa alta
quantidade de Ca em folhas jovens de S. nitens coincide com as concentragdes também
elevadas de Al. Maejima et al. (2014) associaram a capacidade de actimulo de Al em
Symplocos chinensis ao elevado conteido de oxalato nas folhas. Dada a elevada
quantidade de cristais de oxalato de Ca em espécies do género Symplocos, o oxalato pode
atuar como ligante tanto para Ca quanto para Al (Schmitt et al. 2016).

A relagdo positiva de S. nitens com o Ca € inversa ao que ocorre em outras espécies
acumuladoras de Al ocorrentes no cerrado. Vochysia tucanorum, por exemplo, € uma
espécie acumuladora ocorrente no cerrado e que, de acordo com (Souza et al. 2017)
apresenta comportamento calcifugo. Quando em solos calcdrios, essa espécie impede
translocacdo de Ca e Mg para a parte aérea, a despeito da maior disponibilidade desses
nutrientes no meio. Esses dados evidenciam que apesar da grande quantidade de Al na
parte aérea, as plantas acumuladoras do cerrado apresentam comportamentos distintos no
que se refere a utilizacdo de nutrientes, possibilitando o compartilhamento do mesmo
ambiente sem sobreposi¢ao de nichos especificos.

As maiores concentracdes do Al em folhas mais velhas, como observado em S.
nitens, ¢ comum em um grande nimero de espécies (Carr et al. 2003, Souza et al. 2015,
Schmitt et al. 2016). O fato de o Al seguir a via transpiratdria, associado com a baixa taxa
de mobilidade do elemento, explica os altos valores de Al em folhas mais velhas (Shen e
Ma 2001). Além disso, Brunner e Sperisen (2013) sugeriram que o aumento na
concentracdo de Al nas folhas maduras se deve a competi¢cdo com outros elementos por
sitios de ligagcao nos tecidos. Em S. nitens, além desses aspectos funcionais associados
com a translocacdo do Al para as folhas, nds sugerimos que o investimento em uma
parede celular mais espessa nas c€lulas epidérmicas com a cuticula propriamente dita
menos espessa que a camada cuticular, onde predominam as substincias pécticas,
contribui para um maior acimulo do Al, uma vez que aparede rica em substincias pécticas
e hemiceluloses aumentaria os nimeros de sitios de ligagdao do metal.

As folhas de P. glabrata e S. nitens sdo dorsiventrais, hipoestométicas € possuem
grandes quantidades de idioblastos contendo drusas apresentando variagdes quantitativas
entre seus tecidos, especialmente na epiderme. O teste histoquimico utilizado para a

marcacdo do Al foi negativo em todos os tecidos das folhas dos diferentes nés de P.
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glabrata. Este resultado era esperado pois a quantificagdo do Al nas folhas mostrou o
carater ndo acumulador dessa espécie e o reagente nao detecta pequenas quantidades deste
metal. Por outro lado, S. nitens apresentou sitios de localizacao, especialmente em células
da epiderme e do colénquima, de acordo com o relatado na literatura de que as paredes
pecto-celuldsicas constituem sitios preferenciais do acimulo de Al. A medida em que a
folha envelhece, maior quantidade de Al é acumulada em seus tecidos.

O Al interage com grupos carboxilicos carregados negativamente presentes nos
componentes pécticos das paredes primdrias (Horst et al. 2010). Isso explica o fato de ndo
haver complexacdo do Al em tecidos com células lignificadas em S. nitens, como as fibras
e elementos de vaso do xilema. O teste realizado com o reagente Vermelho de Ruténio
evidenciou a natureza péctica das paredes das células epidérmicas e do colénquima em
ambas as espécies, embora a reacdo tenha sido mais intensa naquelas de S. nitens. A
parede celular € uma estrutura extremamente complexa, constituida por fibras de celulose
embebidas em uma matriz amorfa de polissacarideos e glicoproteinas (York et al. 1986).
A quantidade desses constituintes varia entre diferentes espécies, o que pode justificar a
diferenca de coloracdo observada na parede das células de P. glabrata e S. nitens.

O mapeamento dos tecidos realizado com microenergia dispersiva de raio-X em
S. nitens ratificou o que havia sido encontrado no teste histoquimico: a epiderme foi o
principal sitio de liga¢do do Al nas folhas, apresentando valores elevados de concentracio
relativa do Al nesse tecido. A epiderme ¢ um importante sitio de localizagdo do Al, sendo
verificada a complexacdo do metal nesse tecido em diversas espécies (Cuenca et al. 1991,
Andrade et al. 2011, Malta et al. 2016, Bressan et al. 2016). De certa forma, a presenga
do Al na epiderme pode ser considerada uma estratégia eficiente, uma vez que se trata de
uma regido menos ativa metabolicamente. Em S. nitens, verificamos um aumento
considerdvel na espessura da parede celular da epiderme nas folhas de terceiro e quinto
nds, quando comparadas com as de primeiro né e com as folhas de P. glabrata. A
concentragdo de Al em S. nitens também estd associada com o estadio de
desenvolvimento foliar, sendo maior naquelas folhas de quinto né.

Apesar de os dados de quantificacdo e histoquimica permitirem classificar P.
glabrata como uma espécie exclusora de Al, ocorre translocacido do Al até a parte derea
e foi possivel identificar alguns sitios de sobreposicdo entre Al e Si na epiderme,
principalmente das folhas de terceiro e quinto nos, utilizando a técnica de EDS. Como se
sabe, o Si tem sido elencado como um elemento eficiente na detoxificacdo do Al em

plantas (Barceld et al. 1993, Dornerles et al. 2016). Nesse sentido, o pouco Al que é
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translocado para as folhas de P. glabrata pode ser neutralizado pela acdo do Si, conforme
indicam os dados de concentracdo relativas desses elementos nesse estudo (tabela
suplementar). Ademais, esse resultado deixa claro a importancia da utilizacdo de mais de
uma técnica de localizacdo para entender os mecanismos de resisténcia das plantas ao Al
e que mais de um mecanismo deve atuar na resisténcia das plantas a este metal (
referéncia).

A. Os compostos fendlicos, cuja presenga nos tecidos foliares de P. glabrata e S.
nitens foi evidenciada pelo teste histoquimico realizado neste estudo, sao uns dos mais
versateis produtos do metabolismo das plantas, desempenhando inimeras funcdes
protetivas entre as espécies e € um traco comum em muitas plantas do cerrado (Caramori
et al. 2004, Bieras e Sajo 2009, Takao et al 2015). Tendo em vista que esses compostos
sd0 menos custosos para as plantas que metabolitos mais complexos, sio comumente
utilizados como defesas quimicas contra herbivoros (Gulmon and Mooney, 1986).

. Estudos tem, também, destacado o papel dos compostos fendlicos no aumento
da resisténcia de plantas a diferentes tipos de estresses incluindo o Al (Torl4 et al. 2005,
Ma 2007), especialmente no que se refere a atividade antioxidante. Estes compostos
juntamente com agentes antioxidantes enzimaticos, protegem as membranas celulares de
diferentes espécies reativas de oxigénio (Apel e Hirt 2004, Michalak 2006). Metais
pesados, como Pb, Cu e As sdo potencialmente geradores dessas formas de oxigénio, uma
vez que interferem em rotas metabdlicas importantes (Flora et al. 2009). Embora ndo seja
considerado um metal pesado, o Al estd frequentemente associado com o estresse
oxidativo em inuimeras espécies sensiveis (Sharma e Dubey 2007, Pereira et al. 2010,
Nogueirol et al. 2015). Nesse contexto, uma vez que a epiderme se configura como o
principal sitio de acimulo do Al em folhas de S. nitens e sabendo que concentracdes
minimas do metal podem causar alteracdes metabodlicas que culminam com a formacgado
de espécies reativas de oxigénio, sugerimos que um eventual estresse oxidativo
provocado pelo Al pode ser mitigado pela presenca dos compostos fendlicos nesse tecido,
como observado. Além disso, Barcélo et al (2002) sugerem que compostos fendlicos
podem formar complexos estdveis com o Al, neutralizando os potencias danos
provocados por este metal nas células.

O teor de proteinas total fo1 maior nas folhas de P. glabrata que em folhas de S.
nitens. Esta ultima, ndo apresentou variagdo no teor de proteinas entre as folhas dos
diferentes nds, a despeito de a concentracdo de aminodcidos ser maior nas folhas de

primeiro né. A maior concentracdo de aminodcidos em folhas de primeiro né, em P.
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glabrata, é acompanhada pela redu¢do na concentragdo de proteinas em folhas de quinto
nd. Esse resultado € esperado, j4 que no processo de senescéncia foliar, moléculas como
as proteinas sdo degradas e seus aminodcidos sdo reutilizados para a sintese de outros
compostos proteicos em folhas mais jovens (Liu et al. 2008). Em S. nitens isso ndo
aconteceu, o que indica uma diferenca no processo de metabolismo proteico nessa espécie
que merece ser melhor compreendido. De fato, as concentracdes médias de nitrogénio
ndo variaram entre as folhas dos diferentes nds de S. nitens, sugerindo uma baixa
mobilidade desse elemento e uma menor necessidade nutricional se comparada a P.
glabrata.

Os teores de clorofila a foram maiores nas folhas de primeiro n6 de P. glabrata
quando comparadas com as de quinto, e similares as de segundo n6. Em S. nitens, os
maiores teores de clorofila a foram encontradas nas folhas de terceiro né. Em virtude do
processo natural de senescéncia das folhas, € comum haver reaproveitamento de diversas
moléculas e nutrientes das folhas jovens para as folhas velhas (Millard 1996, Cherbuy et
al. 2001). De fato, os cloroplastos sao uma das principais fontes de nitrogénio nas plantas,
dado a grande quantidade de proteinas nessa organela (Schiltz et al. 2001, Liu et al. 2008).

Em algumas espécies sensiveis, € comum haver uma reducdo no conteido de
pigmentos fotossintetizantes quando expostas ao Al (Peixoto et al. 2002). O Al interfere
na absorcdo de magnésio (Foy et al. 1978), que € um componente chave na estrutura da
molécula de clorofila, o que poderia justificar redu¢des nos teores desse pigmento. A
concentragdo similar de Mg encontrado nas folhas de P. glabrata e S. nitens, inclusive
maiores nas folhas de terceiro né desta ultima, indica que o Al ndo interfere na absor¢ao
desse elemento nas espécies estudadas.

Os teores de clorofila b e carotenoides em folhas dos diferentes nds de P. glabrata
e S. nitens apontam para um comportamento distinto em relagdo a fotoprotecao do aparato
fotossintético. Enquanto em P.glabrata ocorre uma diminui¢do no teor de clorofila b das
folhas de primeiro para as folhas de quinto nd, em S. nitens fo1 verificada uma tendéncia
inversa. Isso € refletido na razdo clorofila a/b que foi maior para as folhas de terceiro e
quinto nds de P. glabrata em comparacdo com S. nitens. Uma maior razdo clorofila a/b
estd associada com uma diminui¢do no complexo de captacdo de luz (complexo antena),
onde predominam moléculas de clorofila b. Como resultado, hd uma reducdo na
capacidade de absor¢@o luminosa pelo fotossistema II e diminui¢do do estresse provocado

pela intensidade luminosa (Krause et al. 1999). Estratégias de fotoprotecdo nessas
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espécies sao importantes, visto que a intensidade luminosa em dreas de cerrado s.s. é
elevada e poderia comprometer o aparato fotossintético.

As folhas de primeiro n6 de P. glabrata apresentam uma quantidade de
carotenoides maior que as folhas de primeiro n6 de S. nitens, o que pode ser uma estratégia
eficiente para evitar o estresse luminoso nessa espécie.Os carotenoides estdo intimamente
relacionados com a protecdo do aparato fototssintético contra o excesso de radiacdo
(Demming-Adams e Adams 1992). Nesse sentido, além de ser um importante pigmento
acessorio, também atuam como agentes antioxidantes, tendo em vista que danos ao
fotossistema pode levar a formacdo de espécies reativas de oxigénio (Young 1991).
Sympolocos nitens, por sua vez, evita o estresse provocado pela intensidade luminosa
reduzindo os componentes do complexo antena nas folhas jovens.

Nossos resultados corroboram com o que tem sido verificado em outros estudos,
e mostram que as maiores concentracdes de Al em S. nitens sdo encontradas em folhas
mais velhas. Acreditamos que esse padrao de distribuicdo esteja intimamente relacionado
com as caracteristicas da parede celular epidérmica nessa espécie. Além de mais espessa,
essa parade apresenta natureza quimica diferenciada de P. glabrata, conforme evidenciado

pelo histoquimico com Vermelho de Ruténio (coloracdo vermelha para pectina) e Sudan

(€N

IIT (coloracdo alaranjada para cutina). Em P. glabrata a parede externa
predominantemente cutinizada enquanto em S. nitens a parte cutinizada periférica €
estreita, ocorrendo a presenca de uma espessa camada de pectina mais interna, o que
contribui para o acimulo localizado de Al nessa regido. Confirmamos o cariter ndo
acumulador de P. glabrata e, uma vez que a concentracao de Al nao variou entre as folhas,
sugerimos que essa espécie utiliza um eficiente mecanismo de exclusdo de Al em suas
raizes. As folhas de primeiro n6 de P. glabrata apresentam as maiores concentragoes de
fendis totais, sendo essa uma eficiente estratégia antiherbivoria. Por sua vez, em S. nitens,
a concentracio de fendis ndo variou entre as folhas e, dada a sua localizacdo preferencial
em células epidérmicas, € possivel que esses compostos estejam associados com a eleveda

quantidade de Al acumulada nesse tecido.
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Tabela 1. Teor de nutrientes e aluminio (g/kg™! de matéria seca) em folhas de Pera glabrata e Symplocos nintens em diferentes estddios de

desenvolvimento
Espécie Folha N P K Ca Mg Fe Al
1° né 24.79+2.9 Aa* 1.41+0.11 Aa 8.53+0.47 Ba 1.96+0.19 Bc 1.3+0.08 Ab 0.013+0.01 Ab 0.03+0.02 Ba
P. glabrata 3°no 14.5+0.87 Ab 0.57+0.03 Ab 8.4+1.13 Aa 7.28+0.48 Ab 1.68+0.27 Bb 0.024+0.01 Aab 0.02+0.01 Ba
5° no6 11.28+1.18 Ac 0.39+0.04 Ab 4.92+0.5 Ab 10.69+1.9 Aa 2.53+0.09 Aa 0.067+0.05 Aa 0.052+0.01 Ba
1° no 11.37+1.35 Ba 0.58+0.22 Ba 11.9+£3.29 Aa 7.05+1.03 Ab 1.73+0.35 Ab 0.038+0.01 Aa 4.27+1.27 Ac
S nitens 3°nod 11.34+0.8 Ba 0.47+0.04 Aab 10.6+1.41 Aab 7.68+0.34 Aab 2.32+0.30 Aa 0.024+0.003 Aa 8.86+0.88 Ab
5°no 8.68+0.99 Aa 0.33+0.02 Ab 7.48+1.35 Ab 9.47+1.26 Aa 1.27+0.24 Bb 0.06+0.01 Aa 12.01+1.02 Aa

*Média + desvio padrdo. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%. Letras maitsculas comparam
as folhas entre as espécies e as letras mintsculas comparam os diferentes nos na mesma espécie. N: Nitrogénio; P: Fosforo; K: Potassio; Ca: Calcio;
Mg: Magnésio; Fe: Ferro; Al: Al.
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Figura 1. Mapeamento do aluminio (A2, B2, C2) e silicio (A3, B3, C3) em folhas de Pera
glabrata por meio de microscopia eletronica de varredura com espectroscopia por dispersao de
energia de Raios X (MEV/EDS) A coloracdo verde mais intensa indica a presenca do aluminio e
a azul indica a presenca do silicio. Detalhe da presenca do Al (seta) e silicio (asterisco). Barras:
Al1-B1 100 pum (aumento 400x), C1 50 pm (aumento 700x).
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Figura 2. Mapeamento do aluminio (A2, B2, C2) e cilcio (A3, B3, C3) em folhas de
Symplocos nitens por meio de microscopia eletronica de varredura com espectroscopia por
dispersdo de energia de Raios X (MEV/EDS). A coloracdo verde mais intensa indica a
presenga do aluminio e a amarela indica a presenca do cdlcio. Barras: Al, B1 200 pm
(aumento 200x), C1 100 pm (aumento 400x).
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Tabela 2. Abundancia relativa (%) de aluminio, determinada por microscopia eletronica de varredura com espectroscopia por dispersio de energia

de Raios X (MEV/EDS) , em folhas de Pera glabrada e Symplocos nitens

Espécie Tecido 1° né 3°né 5° né
Epad 7.03£3.75 Bb* 16.56+1.11 Aa 15.30+3.24 Aa
Epab 12.33+2.23 Aab 9.40£0.67 Ab 14.2746.02 Aa
PP 7.34£1.14 Ab 10.16+1.01 Ab 5.1243.26 Ab
P. glabrata PE 5.4422.04 Ab 8.25+1.70 Ab 11.46+1.31 Aa
Xi 16.0£1.81 Aa 4.45+4.12 Bb 14.942.86 Aa
Flo 1.90+£0.57 Bc 8.20+0.77 Ab 3.67£1.58 Bb
Col 3.21+0.14 Bb 9.62+2.41 Ab 3.44+1.24 Bb
Epad 26.1945.50 Aa 31.2345.87 Aa 22.62+2.58 Aa
Epab 22.934+4.64 Aa 26.93+2.47 Aa 19.2443.03 Aa
PP 12.16£3.01 Bbc 27.8245.07 Aa 18.17£2.05 Ba
S. nitens PE 12.48+2.44 Bbc 35.1843.68 Aa 13.28+1.92 Bb
Xi 11.09£2.37 Ac 8.99+6.34 Ac 9.56+4.60 Ab
Flo 8.04+3.55 Bc 20.16+0.31 Ab 11.7343.54 Bb
Col 9.21+2.90Bc 20.19£1.79 Ab 10.49+4.44 Bb

*Média + desvio padrdo. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%. Letras maitsculas comparam
diferentes n0s na mesma espécie e as letras mintsculas comparam os diferentes tecidos no mesmo n6. Epad: Epiderme da face adaxial; Epab:
Epiderme da face abaxial; PP: Parénquima palicadico; PE: Parénquima esponjoso; Xi: Xilema; Flo: Floema; Col: Colénquima.
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Figura 3. Aspecto geral das folhas (Pera glabrata - A e Symplocos nitens - B) e anatomia
foliar de (Pera glabrata C-E e Symplocos nitens F-H3) em diferentes estddios de
desenvolvimento: C e F folhas de primeiro n6; D1-D2 e G1-G2 folhas de terceiro n6; E e
H1-H3 folhas de quinto né. Cortes transversais corados com Azul de Toluidina (C-H3).
esc (escama); fc (faixa cambial); pp (parénquima pali¢ddico); pe (parénquima esponjoso);
xi (xilema); flo (floema); asterisco (célula epidérmica mucilaginosa); seta (célula lobada).
Barras: D1, E, 200 um; C, D2, F, G1-G2, H1 100 pm; H2 50 pm.
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Figura 4. Anatomia foliar de Pera glabrata (A-C3) e Symplocos nitens (D-13) em
diferentes estddios de desenvolvimento: A, D e G folhas de primeiro nd; B, E e H folhas
de terceiro nd; C-C3 e I-I3 folhas de quinto no. Cortes transversais corados com Sudan
III para detec¢do de cutina (A-C e D-F), Chrome Azurol’S para deteccdo de aluminio (C1
e G-I), Fluoroglucina (C2 e I1) e Vermelho de Ruténio para deteccao de pectina (C3 e 12-
13). ct (cuticula); epad (epiderme da face adaxial); epab (epiderme da face abaxial); ccad
(camada cuticular da epiderme da face adaxial); pp (parénquima paliciddico); pe
(parénquima esponjoso); xi (xilema); flo (floema); fb (fibras), col (colénquima); cabeca
de seta (reacdo positiva com Vermelho de Ruténio); seta (reacdo positiva com Chrome
Azurol’S); Barras: C1 200 um; B, C, D, F, H, I 100 um; A, C2-C3, E, G, I1-13 50 pm.
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Tabela 3. Micromorfometria foliar (espessura em um) de Pera glabrata e Symplocos nitens em diferentes estddios de desenvolvimento

Espécie Folha Cut. ad Cut. ab CCad CCab Ep ad Ep ab PP PE Lam. foliar
1°n6  1.39+0.3Ab*  1.84+0.22Ab 3.3£0.73Ab 2.5440.29Ab  17.56+£3.09Ba  12.49+1.28Aa 48.1+5.72Ab 80.4+£11.08Ab 174.66£11.08 Ab
P. glabrata 3°né  6.04+1.02Aa  4.39+1.77Aa  7.14+1.49Ba  547+2.17Ba  18.04+£5.57Ba  12.53%1.18Aa 85.16+14.3Aa 201.73+20.6 Ba 327.4+16.9 Ba
5°n6 6.55+1Aa 3.70£1.33Aab  7.69+1.32Ba  4.93x1.61Ba  16.59+2.03Aa  12.84+1.44Aa 105.59+7.17Aa 191.3+37.6 Aa 334.73.£27.8 Aa
1°n6  1.34+0.63Ab  1.09+0.33Aa 4.38+2.3Ab 3.240.88Ab 33.6+1.65Aa 14.78+2.68Aa 34.53+7.61Ac 92.6+19.2 Ab 179.6+30.06 Ab
S. nitens 3°n6  3.29+0.66Bab  1.99+0.89Ba  14.31£3.29Aa  9.59+3.35Aa 27.9+5.7Aab 11.83+2.56Aa 75.8+4.24Ab 255.874£20.5 Aa 402.5+24.3 Aa
5°n6  4.71+1.74Aa  3.05%£1.12Aa  17.5+£3.81Aa  10.98+3.03Aa 22.51+247Ab  13.13x1.74Aa  105.59+19.16Aa 213.7430.7 Aa 386.02455.3 Aa

* Média + desvio padrdo. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%. Letras maidsculas comparam as folhas
entre as espécies e as letras mintsculas comparam os diferentes nds na mesma espécie. Cut. ad: Cuticula propriamente dita da face adaxial; Cut. ab: Cuticula
propriamente dita da face abaxial; CC ad: Camada cuticular da epiderme da face adaxial; CC ab: Camada cuticular da epiderme da face abaxial; Epad: epiderme
da face adaxial; Epab: epiderme da face abaxial; PP: Parénquima pali¢ddico; PE: Parénquima esponjoso; Lam. foliar: Lamina foliar.
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em diferentes estadios de desenvolvimento. Cortes transversais de folhas coletadas em formalina

em sulfato ferroso (A, C, E) e em metanol-controle (B, D, F). A coloragdo enegrecida do contetido
celular indica a presenca do metabdlito (A, C, E). ep (epiderme); pe (parénquima esponjoso); pp
(parénquima pali¢ddico); xi (xilema); fl (floema); fb (fibras) Barras: A, B, D-F 100 pum, C 50 pm.
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nitens em diferentes estadios de desenvolvimento. Cortes transversais de folhas coletadas em

formalina em sulfato ferroso (A, C, E) e em metanol-controle (B, D, F). A coloragdo enegrecida
do contetido celular indica a presenca do metabdlito (A, C, E). ep (epiderme); pe (parénquima
esponjoso); pp (parénquima palicddico); Barras: A-B 100 pm, C-F 50 pm.
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Tabela suplementar com as concentragdes relativas (%) dos nutrientes, determinada por a sonda de raio-X acoplada a, microsco6pio eletronico de varredura em

folhas de Pera glabrata.

ANEXOS

FOLHA TECIDO P K Ca Mg Al Si Fe
Epad 6.04+ 2.12 Aab* 3.47+0.19 Ab 51.07+8.20 Ab 11.63+1.86 Aa 7.03+£3.75 Bb 6.58+2.54 Bb 3.47+0.46 Ba
Epab 11.16+ 3.96 Aa 2.81+0.33 Ab 46.31+£7.37 Ab 8.46+2.82 Aa 12.33+2.23 Aab 14.35+1.87 Aa 2.92+0.78 Ba
PP 10.80+2.37 Ba 7.44+1.33 Aa 32.41+6.61 Bb 7.92+2.14 Aa 7.34+1.14 Ab 7.07+1.09 Ab 3.14£1.02 Aa
1° né PE 12.63+2.27 Aa 11.91+2.11 Aa 41.17+8.06 Bb 10.01+5.19 Aa 5.44+2.04 Ab 5.12+0.37 Ab 5.38+0.73 Aa
Xi 12.89+3.96 Aa 7.60+2.59 Aa 17.29+0.61 Bc 15.90+1.55 Aa 16£1.81 Aa 15.7243.22 Aa 2.49+1.64 Ba
Flo 3.49+1.26 Bb 0.91+0.78 Ac 86.40+6.23 Aa 3.47+£1.02 Ab 1.90+0.57 Bc 0.45+0.36 Ac 1.21+0.29 Ba
Col 3.01£2.05 Bb 5.40+£1.10 Ab 60.32+8.07 Bab 12.28+1.16 Aa 3.2140.14 Bb 1.394+0.40 Ab 2.44+0.42 Ba
Epad 1.84+0.96 Ad 1.72+£1.28 Aa 23.37+2.23 Bc 6.33£1.75 Ab 16.56+1.11 Aa 2.69+0.15 Cb 46.56+3.88 Aa
Epab 15.62+0.29 Ab 1.68+0.65 Aa 31.21+8.52 Ab 9.86+1.89 Aab 9.40+0.67 Ab 8.61£1.74 Aa 39.52+12.27 Aa
PP 17.61+0.84 Ab 1.13+0.36 Aa 22.46+2.55 Cc 16.58+4.20 Aa 10.16+1.01 Ab 8.92+0.20 Aa 13.21+5.2 Ac
3°né PE 17.47+4.11 Ab 1.54+0.72 Ba 26.36+4.24 Cc 12.16+2.73 Aab 8.25£1.70 Ab 7.37£3.19 Aa 9.52+2.74 Ac
Xi 8.94+0.1 Ac 1.68+0.1 Ba 39.14+4.95 Aab 9.86+1.89 Aab 4.45+4.12 Bb 0.47+0.40 Bc 26.93+ 6.94 Ab
Flo 27.37+0.42 Aa 1.76+0.28 Aa 30.41+5.08 Ab 9.55+£2.90 Aab 8.20+0.77 Ab 0.70+0.08 Ac 26.40+4.93 Ab
Col 9.76x1.71 Ac 1.82+0.59 Ba 44.88+3.42 Ba 15.02+5.52 Aab 9.62+2.41 Ab 6.70+2.73 Aa 25.18+5.81 Ab
Epad 9.49+1.35 Aa 5.02+£2.37 Aa 17.95+9.05 Bd 4.13+2.32 Ab 15.30+3.24 Aa 23.13+5.06 Aa 6.93+2.61 Ba
Epab 8.29+3.13 Aa 1.93+0.89 Ab 39.34+14.59 Ac 1.54+0.36 Ab 14.27+6.02 Aa 13.09+4.25 Ab 4.34+1 Ba
PP 7.9+£2.35 Ba 4.78+1.78 Aa 55.16+12.20 Abc 11.30+1.86 Aab 5.12+3.26 Ab 3.62+0.53 Ac 8.95+0.82 Aa
5°né PE 4.67+1.84 Ba 1.83+0.23 Bb 61.40+9.19 Ab 13.73+4.63 Aa 11.46+1.31 Aa 8.09£1.75 Ab 4.53+0.77 Aa
Xi 8.21£1.51 Aa 6.42+1.64 Aa 35.43+2.34 Ac 9.44+2.61 A ab 14.9+2.86 Aa 9.58+0.29 Ab 5.05+£1.70 Ba
Flo 6.09£1.79 Ba 1.27+£0.53 Ab 85.37+10.84 Aa 7.01£2.15 Aab 3.67+1.58 Bb 6.13£2.86 Ab 2.63+0.83 Ba
Col 1.27+0.10 Bb 0.47+0.21 Bb 81.86+7.13 Aa 4.06x1.55 Bb 3.44+1.24 Bb 3.75£2.04 Ac 2.76+0.22 Ba

*Média + desvio padrao. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%. Letras maitisculas comparam diferentes
nds na mesma espécie e as letras minusculas comparam os diferentes tecidos no mesmo n6. Epad: Epiderme da face adaxial; Epab: Epiderme da face abaxial; PP:
Parénquima pali¢ddico; PE: Parénquima esponjoso; Xi: Xilema; Flo: Floema; Col: Colénquima.
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Tabela suplementar com as concentragdes relativas (%) dos nutrientes, determinada por microscopia de varredura acoplado a sonda de raio-X,
em folhas de Symplocos nitens.

FOLHA _TECIDO P K Ca Mg Al Si Fe
Epad  19.23#8.13 Aab*  1.01x0.68 B 47.29+12.72 Aab 2.7741.06 Ba 26.1945.50 Aa 2.56:0.84 Ba 9.25+4.91 Aa

Epab  25.04%8.40 Aa 0.92+0.85 Ba 35.90+11.33 Bb 2.3740.64 Ba 22.93+4.64 Aa 2.55+0.33 Aa 6.96+5.30 Aa

PP 14.4043.60 Aab  0.82+0.61 Ba 52.01+4.56 Aa 4.12+0.79 Ba 12.16+3.01 Bbc 2.2740.95 Ba 0.78+5.94 Aa

1° né PE 11.402.64 Ab 2.85+0.90 Ba 52.34+1.82 Ba 2.9140.67 Ba 12.48+2.44 Bbc 2.4740.99 Aa 10.84+4.73 Aa
Xi 16.65+4.76 Aab  2.06+0.93 Ba 58.50+4.62 Aa 2.44+0.93 Aa 11.0942.37 Ac 4.3242.70 Aa 7.89+5.21 Aa

Flo 13.46+2.99 Aab ~ 1.47+0.95 Ba 65.48+6.85 Aa 3.2540.61 Ba 8.04+3.55 Be 1.8020.60 Aa 5.4242.72 Aa

Col 9.91+3.69 Ab 1.33+0.64 Ba 57.5746.59 Ba 3.19+0.87 Ba 9.21+2.90 Bc 4.13%1.10 Aa 5.64+2.29 Aa

Epad 8.61+2.54 Aa 6.25+0.27 Ab 19.60+2.43 Bb 10.40+0.81 Ab 31.23+5.87 Aa 4.18+0.99 ABb  10.30+2.06 Aa

Epab 9.58+2.88 Ba 5.14£1.59 Ab 30.875.21 Bba 14.04+1.06 Aa 26.9342.47 Aa 2.1740.61 Ab 3.84£1.31 Aa

PP 13.6343.56 Aa 6.81£1.47 Ab 9.340.59 Bc 9.420.47 Ab 27.8245.07 Aa 8.8242.08 Aa 9.82+0.74 Aa

3°n6 PE 11.01£3.02 Aa 10.14£1 Aa 24.30+1.57 Cb 9+0.28 Abc 35.1843.68 Aa 3.47+0.38 Ab 9.82+1.75 Aa
Xi 14.06£5.29 Aa 5.68+1.65 Ab 25.045.25 Bb 4.25+1.98 Ac 8.99+6.34 Ac 525125 Aab  9.1943.52 Aa

Flo 7.68+3.55 Aa 6.57£1.15 Ab 46.49+1.99 Aa 7.8242.18 Ab 20.16+0.31 Ab 1.8320.86 Ab 2.85+0.99 Aa

Col 6.14£2.20 Aa 9.92+0.46 Aa 42.23+2.91 Ba 7.33%2.13 Abc 20.19£1.79 Ab 4.12+0.59 Ab 5.28+2.24 Aa

Epad 4.53+0.56 Ba 0.6620.22 Bb 61.88+2.33 Ab 1.19+0.43 Ba 22.6242.58 Aa 7.3240.76 Aa 9.60+1.34 Aa

Epab 3.37£1.37 Ba 0.58+0.27 Bb 66.91+4.60 Ab 2.7440.71 Ba 19.24+3.03 Aa 463176 Aab  5.29+0.76 Aa

PP 8.03+2.46 Aa 1.9320.75 Bb 53.58+7.84 Ab 3.04£1.05 Ba 18.1742.05 Ba 459+0.88Bab  10.503.87 Aa

5°né PE 7.8043.75 Aa 0.77+0.31 Bb 62.78+4.75 Ab 3.01£0.80 Ba 13.28+1.92 Bb 2.79+0.57 Ab 8.68+0.83 Aa
Xi 9.59+1.38 Aa 4.12+0.38 Aa 29.88+14.79 Bc 4.0420.09 Aa 9.56:4.60 Ab 5.26£2.82 Aab  9.08+1.95 Aa

Flo 10.3521.85 Aa 0.96:0.42 Bb 50.90+7.50 Ab 4.0320.96 Ba 11.73%3.54 Bb 2.73+1.49 Ab 9.24+3.78 Aa

Col 3.08+1.07 Aa 0.47+0.36 Bb 84.09+3.60 Aa 2.19+1.56 Ba 10.49+4.44 Bb 1.92+0.41 Ab 6.36x2.83 Aa

*Média + desvio padrdao. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%. Letras maitisculas comparam
diferentes n0s na mesma espécie e as letras mintisculas comparam os diferentes tecidos no mesmo n6. Epad: Epiderme da face adaxial; Epab:
Epiderme da face abaxial; PP: Parénquima palicadico; PE: Parénquima esponjoso; Xi: Xilema; Flo: Floema; Col: Colénquima.
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CONSIDERACOES FINAIS

Symplocos nitens e Pera glabrata apresentam estratégias distintas de resisténcia
ao Al. Enquanto a primeira acumula grandes concentragdes do metal em seus tecidos, P.
glabrata mostra um eficiente mecanismo de exclusdo. Em S. nitens, a capacidade de
acumular Al esta associada com caracteristicas estruturais das folhas e, nesse sentido,
destacamos o papel da epiderme como principal sitio de acimulo desse metal. Como
ocorre em outras espécies, as folhas mais velhas de S. nitens acumularam maiores
quantidades de Al o que evidencia que aspectos do desenvolviemnto foliar estdo
intimamente associados com a capacidade de acumular Al. Além disso, nds destacamos
o papel dos compostos fendlicos na capacidade de essa planta acumular Al

Apesar de P. glabrata nao acumular Al em quantidades suficientes para ser
classificada como uma espécie acumuladora, os dados de quantificacao indicam que ha a
translocacdo desse metal para as folhas. Através do mapeamento com EDS foi possivel
registrar a presenga do metal em alguns pontos da lamina foliar, em especial nas folhas
de terceiro e quinto nds, sobrepostos com o silicio. Sugerimos uma possivel neutralizacao
do Al pelo silicio na parte aérea dessa planta, que precisa ser melhor compreendido. A
detecc@o do Al pela técnica de EDS também deixa claro a importancia da utilizacdo de
mais de uma técnica para localizar o Al nos tecidos vegetais.

Concentracdes de N e P nas folhas jovens de P. glabrata indicam que essa espécie
possui uma maior exigéncia nutricional nos estddios iniciais de desenvolvimento foliar se
comparada a S. nitens. Uma vez que em S. nitens a concentracdo de Ca em folhas de
primeiro né € similar aquela encontrada em folhas de terceiro e quinto nds, € um indicio
de que esse elemento tem um papel importante na detoxificacdo do Al nessas plantas.

Este estudo trds a tona uma questdo ndo explorada em outros trabalhos com
plantas do cerrado, que € arelacdo entre a idade foliar e a capacidade de acumular Al por
parte das espécies acumuladoras. Dada a possivel diferenca na constituicdo de parede
dessas espécies, € importante investigar melhor a constituicdo dessa estutura que,
juntamente com a sua espessura, esta associada com a estratégia de acumulo em S. nitens.
Além disso, se faz necessdrio entender o papel ecologico do Al para essas plantas

esclarecendo, por exemplo, o papel deste elemento como estratégia anti herbivoria.
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