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RESUMO

SOUZA-FERNANDES, Daniela Pinto, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2023.
O acimulo de aluminio em frutos e sementes do Cerrado e seu efeito na germinaciao em
espécies nativas. Orientador: Aristéa Alves Azevedo. Coorientadores: Cléberson Ribeiro e
Denise Maria Trombert de Oliveira.

O Cerrado é um bioma com grande biodiversidade e altas concentragdes de Al nos solos que
pode ser translocado e acumulado na parte aérea das plantas, inclusive nos frutos. Além disso,
o Al pode influenciar no processo germinativo e no estabelecimento inicial de muitas espécies
cultivadas e, embora esta fase seja crucial no ciclo de vida das plantas, a acdo deste elemento
tem sido pouco explorada em plantas nativas. Diante disso, objetivamos verificar a presenca de
aluminio no fruto de espécies acumuladoras e ndo acumuladoras do elemento, além de
buscarmos melhor compreensdo sobre os efeitos deste metal na germinacdo de sementes e
estabelecimento inicial de espécies nativas do Cerrado. As coletas foram realizadas na Flona de
Paraopeba, MG. Para andlise dos frutos, selecionamos espécies acumuladoras: Miconia
albicans, Miconia ibaguensis, Miconia macrothyrsa (Melastomataceae); Coccocypselum
aureum, Palicourea rigida, Rudgea viburnoides, Sabicea brasiliensis (Rubiaceae) e Symplocos
nitens (Symplocaceae) e ndao acumuladoras de Al: Chiococca alba e Declieuxia fruticosa
(Rubiaceae). Para germinacdo das sementes, foram estudadas: Miconia ibaguensis
(Melastomataceae), Miconia albicans (Melastomataceae), Coccocypselum aureum, Chiococca
alba (Rubiaceae), Symplocos nitens (Symplocaceae). Com relacao aos frutos, foram analisadas
a anatomia e a localizac@o histoquimica de Al; procedemos a quantificacdo quimica de Al na
matéria seca e a determinacdo da abundancia relativa de Al, K, Ca, Mg, P, N e Fe, no pericarpo
e semente em microandlise de Raio-X (MEV-EDS). Para a germinagdo das sementes,
analisamos porcentagem de germinagdo e indice de taxa de germinacdo na auséncia (0 mM de
AIP") e presenga de Al (3 mM de AI’*"; avaliamos a morfologia do sistema radicular
(WinRhizo); anatomia e localizacdo do Al em raizes utilizando testes histoquimicos e
microandlise de Raio-X (MEV/EDS); procedemos a deteccdo de morte celular com Azul de
Evans e de espécies reativas de oxigénio em raizes e folhas por testes histoquimicos. Os
principais sitios de acimulo de Al no pericarpo foram: contetido das células do floema, niicleos,
paredes celulares de células da epiderme e parénquima. Chiococca alba, D. fruticosa e S.
brasiliensis apresentaram valores abaixo de 1g/kg de Al na matéria seca do fruto, enquanto nas
demais espécies os valores foram superiores, com destaque para M. ibaguensis, que acumulou
valores maiores do que 10 g/kg de Al. A microandlise de Raio-X revelou a presenga de Al nos

frutos em todas as espécies estudadas, tanto no pericarpo quanto na semente, mesmo que em



baixas porcentagens. O Al foi benéfico para a germina¢do de C. alba (ndo acumuladora de Al);
dentre as acumuladoras, C. aureum teve o crescimento reduzido na presenca do metal; em M.
albicans, C. alba e C. aureum, o comprimento total, area superficial ¢ volume da raiz foram
afetados negativamente pelo Al. Os principais sitios de actimulo de Al nas raizes foram células
do floema, nicleo e paredes celulares de epiderme e parénquima; ndo foi observada,
anatomicamente, nenhuma anomalia na raiz, causada pelo Al; foram identificados radicais
super6xidos na presenca de Al em C. alba e M. albicans; os dados de EDS mostraram que as
raizes de todas as espécies possuiram a maior porcentagem do metal no tratamento com Al e
apresentaram maior porcentagem de Al que as folhas nas espécies M. albicans, C. alba e C.
aureum. Foi observado morte celular nos dpices de raizes tratadas com Al em C. aureum, M.
ibaguensis e S. nitens. Este trabalho aumentou a compreensdo sobre o acumulo de Al em
estruturas reprodutivas; além disso, caracterizou a influéncia do Al na germinacdo e no
estabelecimento inicial de espécies nativas do Cerrado, ambos assuntos em que existe grande

lacuna do conhecimento.

Palavras-chave: Plantas nativas do Cerrado. Localizagio de Al. Orgéos reprodutivos. Processo

germinativo. Desenvolvimento inicial de plantulas.



ABSTRACT

SOUZA-FERNANDES, Daniela Pinto, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2023.
The aluminum accumulation in Cerrado fruits and seeds and its effect on germination in
native species. Adviser: Aristéa Alves Azevedo. Co-advisers: Cléberson Ribeiro and Denise
Maria Trombert de Oliveira.

The Cerrado is a biome with great biodiversity and high concentrations of Al in the soil that
can be translocated and accumulated in the aerial part of plants, including fruits. Furthermore,
Al can influence the germination process and the initial establishment of many cultivated
species and, although this phase is crucial in the plant life cycle, the action of this element has
been little explored in native plants. Therefore, we aimed to verify the anatomy and presence
of aluminum in the fruit of accumulating and non-accumulating species of the element, in
addition to seeking a better understanding of seed germination and initial establishment of
species native to the Cerrado. The collections were carried out at Flona de Paraopeba, MG. To
analyze the fruits, we selected accumulating species: Miconia albicans, Miconia ibaguensis,
Miconia macrothyrsa (Melastomataceae); Coccocypselum aureum, Palicourea rigida, Rudgea
viburnoides, Sabicea brasiliensis (Rubiaceae) and Symplocos nitens (Symplocaceae) and non-
Al accumulators: Chiococca alba and Declieuxia fruticosa (Rubiaceae). For seed germination,
the following were studied: Miconia ibaguensis (Melastomataceae), Miconia albicans
(Melastomataceae), Coccocypselum aureum, Chiococca alba (Rubiaceae), Symplocos nitens
(Symplocaceae). Regarding the fruits, the anatomy and histochemical location of Al were
analyzed; we carried out the chemical quantification of Al in the dry matter and the
determination of the relative abundance of Al, K, Ca, Mg, P, N and Fe, in the pericarp and seed
in X-ray microanalysis (SEM-EDS). For seed germination, we analyzed germination
percentage and germination rate index in the absence (0 mM Al3+) and presence of Al (3 mM
Al3+); we evaluated the morphology of the root system (WinRhizo); anatomy and location of
Al in roots using histochemical tests and X-ray microanalysis (SEM/EDS); We detected cell
death with Evans Blue and reactive oxygen species in roots and leaves using histochemical
tests. The main sites of Al accumulation in the pericarp were: content of phloem cells, nuclei,
cell walls of epidermal cells and parenchyma. Chiococca alba, D. fruticosa and S. brasiliensis
presented values below 1g/kg of Al in the dry matter of the fruit, while in the other species the
values were higher, especially M. ibaguensis, which accumulated values greater than 10 g/ kg
of Al. X-ray microanalysis revealed the presence of Al in the fruits of all species studied, both
in the pericarp and in the seed, even in low percentages. Al was beneficial for the germination

of C. alba (non-Al accumulator); Among the accumulators, C. aureum had reduced growth in



the presence of the metal; in M. albicans, C. alba and C. aureum, the total length, surface area
and volume of the root were negatively affected by Al. The main sites of Al accumulation in
roots were phloem cells, nucleus and epidermal cell walls and parenchyma; no anomaly in the
root caused by Al was observed anatomically; superoxide radicals were identified in the
presence of Al in C. alba and M. albicans; EDS data showed that the roots of all species had
the highest percentage of the metal in the Al treatment and presented a higher percentage of Al
than the leaves in the species M. albicans, C. alba and C. aureum. Cell death was observed in
the apices of roots treated with Al in C. aureum, M. ibaguensis and S. nitens. This work has
increased understanding of Al accumulation in reproductive structures; Furthermore, it
characterized the influence of Al on the germination and initial establishment of native Cerrado

species, both subjects in which there is a large gap in knowledge.

Keywords: Cerrado native plants. Location of Al. Reproductive organs. Germination process.

Seedling development.
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INTRODUCAO GERAL

O aluminio (Al) € o terceiro elemento mais abundante na crosta terrestre, ficando atras
do oxigénio e silicio (Sade et al. 2016). No ambiente, ele ocorre complexado a minerais, 6xidos
ou silicatos (Grevenstuk e Romano 2013). No entanto, quando em solos 4cidos, o Al se dissocia
desses complexos estdveis e passa para sua forma de cétion trivalente (A1**), que é fitot6xica
para a maioria das espécies vegetais (Grevenstuk e Romano 2013; Bojérquez-Quintal et al.
2017). Entretanto, muitas espécies de plantas, habitantes de solos dcidos, sdo resistentes ao Al
e conseguem completar o ciclo de vida na presencga deste elemento, por possuirem diferentes
mecanismos de resisténcia ao metal (Pilon-Smits et al. 2009; Bojérquez-Quintal et al. 2017;
Muhammad et al. 2019).

De modo geral, essas plantas possuem trés tipos de estratégias: 1) a exclusao do metal;
2) a tolerancia interna; 3) a exclusao e tolerancia atuando simultaneamente (Brunner e Sperisen
2013; Kochian et al. 2015; de Oliveira Carvalho Bittencourt et al. 2020; Cury et al. 2020;
Chandra e Keshavkant 2021; de Castro et al. 2022; Ofoe et al. 2023). Dentre os mecanismos de
exclusdo, podemos citar a exsudagdo de compostos organicos pelos dpices radiculares, que
inclusive podem ser secretados através da formacgdo e atividade das células de borda. Como
por exemplo, inclui-se os dcidos organicos (AOs), compostos fendlicos e mucilagem, os quais
podem atuar de diferentes formas, seja complexando ao Al**, ou elevando o pH da rizosfera,
tornando o metal indisponivel para absor¢dao (Hartwig 2007; Watanabe et al. 2008a e 2008b;
Brunner e Sperisen 2013; Kochian et al. 2015; Maejima et al. 2017; Singh et al. 2017; Feng et
al. 2019; Yang et al. 2019; Zhang et al. 2019; Ofoe et al. 2023). J4 na tolerancia interna, o Al 3+
€ absorvido pelas raizes, translocado para parte aérea, podendo ser complexado com AOs (ex.
malato e/ou citrato) ou compostos fendlicos, armazenado nos vacuolos ou imobilizado na
parede celular (Nunes-Nesi et al. 2014; Kochian et al. 2015; Wang et al. 2015; de Castro et al.
2022; Wu et al. 2022; Ofoe et al. 2023). O metal possui alta afinidade com paredes celulares de
natureza pectocelulésica devido a presenca de grupos carboxilicos livres aos quais o Al** se
liga e, por isso, pode ser acumulado nas paredes de diferentes tecidos, como parénquima,
colénquima e floema. Além disso, o metal ja foi identificado em organelas de intensa atividade,
como os cloroplastos e niicleo. Contudo, por mais que essas estratégias sejam conhecidas, elas
sdo pouco estudadas e registradas entre espécies nativas do Cerrado (Haridasan et al. 1986;
Andrade et al. 2011; Bressan et al. 2016; Malta et al. 2016; Nogueira et al. 2019; Cury et al.
2020; de Castro et al. 2022).
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O Cerrado € o segundo maior bioma brasileiro € uma das savanas mais ricas em espécies
do mundo, com mais de 12 mil espécies vegetais em cerca de 2 milhdes de km? (Durigan et al.
2018). Sua vegetacao cresce sobre solos profundos, altamente lixiviados, pobres em nutrientes
(como Ca, N, K, Mg, P) e ricos em aluminio (AI**) (Dezzeo et al. 2004). A diversidade floristica
desse bioma compde fitofisionomias que variam desde formagdes florestais (Cerradao), no qual
o estrato lenhoso € o mais abundante, até formacdes campestres (Campo limpo), onde o estrato
herbaceo predomina (Oliveira-Filho & Ratter 2002). Além disso, o Cerrado possui uma riqueza
muito grande de frutos nativos, com alto potencial nutricional e econdmico, que permanecem
muito pouco explorados.

Os frutos do Cerrado sdo ricos em compostos bioativos, vitaminas, carotenoides,
minerais e fibras soldveis e insoliveis (Rosa 2013; Bailao et al. 2015; Schiassi et al. 2018), com
diversas propriedades medicinais (Lemos et al. 2012; Rosa 2013; Sun et al. 2015; Silva et al.
2019; Corréa et al. 2021). Devido a isso, alguns frutos jad estdo sendo introduzidos na
alimentacdo humana e ganhando importancia econdmica (Baildo et al. 2015; Schiassi et al.
2018; Reis e Schmiele 2019; Silva et al. 2019). No entanto, poucos sdo os trabalhos
relacionados a presenga de Al nas estruturas reprodutivas e seu acimulo em frutos (Pasta et al.
2019; Timpone e Habermann 2022) e sementes (Haridasan 2008; Rodrigues et al. 2019). Com
relacdo as sementes, além de pouco saber sobre a presenca de Al nesta estrutura, também ¢é
escasso o conhecimento sobre a influéncia desse metal na germinagao das sementes de espécies
que vivem em solos acidos.

Nessa perspectiva, cabe ressaltar que a germinacao das sementes e o desenvolvimento
inicial da plantula sdo criticos no ciclo de vida das plantas e a resisténcia ao Al durante essas
fases € crucial para o estabelecimento de plantas que crescem em solos dcidos. Alguns estudos
com espécies do Cerrado tém demonstrado o papel benéfico do Al para o processo germinativo
e no estabelecimento inicial desas plantulas (Mendes-Rodrigues et al. 2010; Ribeiro et al. 2010;
Teixeira 2013; Rodrigues et al. 2019). Durante a germinagdo, a emergéncia da raiz primadria e
o desenvolvimento do sistema radicular envolvem tanto a divisdo quanto a expansdo celular
que sdo processos sensiveis a toxicidade de metais, como o Al (Doncheva et al. 2005; Li et al.
2015). A raiz, por sua vez, é o 6rgio alvo nos estudos das estratégias de resisténcia ao Al**, por
estar em contato direto com o elemento no solo (Delhaize & Ryan 1995) e apresentar os
primeiros sinais de toxicidade nas plantas sensiveis, sendo a inibi¢dao do crescimento o principal

sintoma (Kochian et al. 2004; Doncheva et al. 2005).
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Nessa pesquisa, nés apresentamos os resultados em dois capitulos: Capitulo 1 -
Acuimulo de aluminio em frutos de espécies nativas do Cerrado, no qual avaliamos a anatomia
e a presenga de aluminio no fruto de espécies acumuladoras e ndo acumuladoras do elemento;
e Capitulo 2 - Influéncia do aluminio na germina¢d@o e no desenvolvimento inicial de espécies
ocorrentes no Cerrado, em que verificamos o efeito do Al na germinacdo e nas fases iniciais de

desenvolvimento da raiz de espécies ocorrentes no Cerrado.
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CAPITULO 1 - Actimulo de aluminio em frutos de espécies nativas do Cerrado

RESUMO

Os frutos de espécies nativas de Cerrado apresentam compostos bioativos, além de também
serem ricos em vitaminas, carotenoides, minerais e fibras soliveis e insoliveis. Estas plantas
crescem em solos ricos em Al e s@o escassos os estudos relacionados a translocacao deste metal
para as estruturas reprodutivas e seu acimulo em frutos. Diante disso, nossos objetivos foram
verificar a anatomia e a presenca de aluminio no fruto de espécies acumuladoras e nao
acumuladoras do elemento. Foram estudados frutos de espécies acumuladoras: Miconia
albicans, Miconia ibaguensis, Miconia macrothyrsa (Melastomataceae); Coccocypselum
aureum, Palicourea rigida, Rudgea viburnoides, Sabicea brasiliensis (Rubiaceae) e Symplocos
nitens (Symplocaceae) e ndo acumuladoras de Al: Chiococca alba e Declieuxia fruticosa
(Rubiaceae). Foram analisadas a anatomia do fruto e a localizacdo histoquimica de Al.
Procedemos a quantificacdo quimica de Al na matéria seca do fruto e determinacdo da
abundancia relativa de Al, K, Ca, Mg, P, N e Fe, no pericarpo e semente, em microanélise de
Raio-X (MEV-EDS). Os principais sitios de acimulo de Al identificados no pericarpo foram:
conteido das células do floema, nicleos, paredes celulares de epiderme e parénquima.
Chiococca alba, D. fruticosa e S. brasiliensis apresentaram valores abaixo de 1g/kg de Al na
matéria seca do fruto, enquanto nas demais espécies os valores foram superiores, com destaque
para a espécie M. ibaguensis que acumulou valores maiores do que 10 g/kg de Al. De acordo
com a microandlise de Raio-X, foi possivel identificar a presenca de Al em todas as espécies,
tanto no pericarpo quanto na semente, mesmo que em baixas porcentagens. Assim, podemos
concluir que o Al ocorre nos frutos de todas as espécies analisadas; as espécies acumuladoras
do metal na parte aérea, também acumularam mais Al nos frutos, exceto S. brasiliensis; nas
espécies ndo acumuladoras do metal muito pouco Al foi detectado nos frutos; e os principais
sitios de acimulo de Al no pericarpo foram: floema (conteido), nicleo, parede celular

(epiderme e parénquima).

Palavras-chave: Histolocalizacao de Al. Fruto. Pericarpo. Semente. Acimulo de Al
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1. INTRODUCAO

O Cerrado ¢ um bioma com a alta diversidade floristica e grande endemismo sendo
considerado um dos hotspots para a conservagao da biodiversidade mundial (Myers et al. 2000;
Mittermeier et al. 2005; Solérzano et al. 2012). Esse bioma possui sazonalidade demarcada com
longos periodos de seca, alta incidéncia de radiagdo UV, ocorréncia de fogo natural, solos
pobres em nutrientes e com alta concentracdo de Al (Furley & Ratter 1988; Calixto et al. 2015;
Fank-de-Carvalho et al. 2015). Em resposta a esses fatores, diversas adaptacdes nas espécies
vegetais foram selecionadas, como por exemplo: ciclo de vida curto, estratégia observada no
estrato herbaceo, que € afetado pela baixa disponibilidade de dgua nos periodos de estiagem
(Villela e Haridasan 1994; Keeley et al. 2011); troncos retorcidos com suber espesso, que atua
como isolante térmico durante a passagem do fogo (Fank-de-Carvalho et al. 2015; Vergilio &
Marcati 2017); escleromorfismo, evidenciado pelas folhas coridceas, resultantes da pobreza de
nutrientes (Arens 1958) e altas concentracdes de aluminio (Goodland 1971); raizes profundas
(Souza et al. 2005; Palhares et al. 2010) e mecanismos de exclusao e, ou, acimulo de aluminio
em organelas e 6rgdos (Brunner e Sperisen 2013; Kochian et al. 2015; Bojorquez-Quintal et al.
2017; de Castro et al. 2022; Ofoe et al. 2023).

Os frutos de espécies nativas de Cerrado possuem interesse alimentar, farmacoldgico e
até da industria de cosméticos (Luzia 2012; Georgiev et al. 2014; Morzelle et al. 2015; Schiassi
et al. 2018) por apresentarem compostos bioativos como os compostos fendlicos - incluindo
flavonoides, taninos, antocianinas e compostos fendlicos simples (Schiassi et al. 2018) - que
geralmente sdo produzidos como mecanismos de defesa em resposta aos fatores de estresse
supracitados (Fank-de-Carvalho et al. 2015). Além dos compostos bioativos, os frutos também
sao ricos em vitaminas, carotenoides, minerais e fibras soliveis e insoliveis (Rosa 2013; Baildo
et al. 2015; Schiassi et al. 2018). Numerosas pesquisas apontam suas propriedades antioxidante,
anti-inflamatdria, antimicrobiana, anticancerigena e antidegenerativa (Lemos et al. 2012; Rosa
2013; Sun et al. 2015; Silva et al. 2019; Corréa et al. 2021). Em geral, esses estudos estao
relacionados aos frutos de espécies popularmente consumidas ou de importincia econdmica,
como pequi, mangaba, cagaita, araticum, baru, murici e buriti (Baildo et al. 2015; Schiassi et
al. 2018; Reis e Schmiele 2019; Silva et al. 2019).

Além dos trabalhos relacionados as propriedades e aplicabilidade terapéutica dos frutos,
outra drea bastante explorada € a da botanica descritiva, que compreende os estudos da
morfologia, ontogenia e anatomia (Roth 1977; Barroso et al. 1999; Souza 2006), incluindo

espécies nativas ou ocorrentes no Cerrado (Julio e Oliveira 2007; Cortez e Carmello-Guerreiro
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2008; Galastri e Oliveira 2010; Oliveira et al. 2014; Tolke et al. 2017; Abrao et al. 2021). Esses
trabalhos enfatizam a descricdo anatomica e morfoldgica, bem como a elucidacdo de
mecanismos de crescimento e desenvolvimento do 6rgdo.

Por outro lado, sdo escassos os estudos relacionados a influéncia dos fatores abidticos
nas caracteristicas dos frutos, sobretudo quando se trata da possibilidade da translocaciao do Al
para as estruturas reprodutivas e seu acimulo em frutos (Pasta et al. 2019; Timpone e
Habermann 2022) e sementes (Haridasan 2008; Rodrigues et al. 2019). Em Miconia albicans
(canela-de-velho), uma espécie acumuladora de Al na parte aérea (Haridasan 1982; Bressan et
al. 2016; Malta et al. 2016; Milanez et al. 2017; Souza et al. 2018; Nogueira et al. 2019;
Timpone e Habermann 2022), foi encontrada concentracdo elevada de Al nos frutos (Pasta et
al. 2019; Timpone e Habermann 2022). Por ser um 6rgao muito rico em nutrientes € minerais,
com propriedades antioxidantes e anti-inflamatoria, Corréa et al. (2021) alertam para os riscos
relacionados a saide devidos ao uso para finalidades diversas.

Em solos 4cidos, como do Cerrado, o Al encontra-se na forma de cétion trivalente (Al*"
que ¢ fitotoxica para a maioria das plantas (Grevenstuk e Romano 2013; Bojérquez-Quintal et
al. 2017); entretanto, muitas espécies nativas sao resistentes ao elemento e conseguem prosperar
na presenga do mesmo (Pilon-Smits et al. 2009; Bojérquez-Quintal et al. 2017, Muhammad et
al. 2019) mediante mecanismos de exclusdo (reduc¢do na absorcdo do metal pelas raizes) e
tolerancia interna (absor¢do e acumulo na parte aérea com posterior detoxificacdo em
compartimentos celulares), sendo que estes podem ocorrer concomitantemente na mesma
espécie (Brunner e Sperisen 2013; Nunes-Nesi et al. 2014; Kochian et al. 2015; Bojoérquez-
Quintal et al. 2017; de Oliveira Carvalho Bittencourt et al. 2020; Cury et al. 2020; Chandra e
Keshavkant 2021; de Castro et al. 2022; Ofoe et al. 2023).

Espécies acumuladoras de Al ocorrem em diversas familias botanicas, principalmente
entre as eudicotiledoneas (Jansen et al. 2002; 2004a). Cerca de 80% de todas as acumuladoras
de Al estdo principalmente restritas as ordens Myrtales e Gentianales (Jansen et al 2004b).
Melastomataceae, Rubiaceae e Symplocaceae sdo reconhecidas por possuirem varias espécies
acumuladoras e ampla distribui¢do no Cerrado (Haridasan 1982; Souza et al. 2015; Bressan et
al. 2016). No Cerrado, Rubiaceae € a sétima familia com maior riqueza, com cerca de 380
espécies (Mendonga et al. 2008; Delprete e Jardim 2012). Na familia como um todo, mais de
30% das espécies sdo consideradas acumuladoras de Al por apresentarem acima de 1 g de Al
kg! na matéria seca (Chenery 1948; Jansen et al. 2003). Melastomataceae também € das mais

ricas familias de Angiospermas, estd bem representada no Cerrado e apresenta inimeras
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espécies acumuladoras de Al (Jansen 2002). Symplocaceae, familia com cerca de 300 espécies
de arvores lenhosas e arbustos (Fritsch et al. 2008), também € conhecida por incluir espécies
acumuladoras de Al (Von Faber 1925; Jansen et al 2004a; Maejima et al. 2014; Schmitt et al.
2016; Silva 2019).

Diante disso, investigamos a anatomia e a presenca de aluminio no fruto de espécies das
familias referidas, acumuladoras e ndo acumuladoras de Al, objetivando responder as
perguntas: Espécies acumuladoras de aluminio acumulam o metal nos frutos? Quais sdo os
principais sitios de acimulo de aluminio no pericarpo? Os sitios de acimulo variam conforme

a familia ou espécie? Espécies ndo acumuladoras de Al podem acumular Al nos frutos?

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo e coleta do material
As espécies estudadas foram coletadas na Floresta Nacional (FLONA) de Paraopeba,
uma Unidade de Conservagdao de Uso Sustentdvel, com 200 ha de Cerrado, localizada no
estado de Minas Gerais (19°20° S de latitude e 44°20°W de longitude, altitude de 734 m ao sul
e 750 m ao norte). O clima da regido € caracterizado como tropical imido, AW pelo sistema
de Koeppen, com verdo chuvoso e estagdo seca ocorrendo de abril a setembro (IBGE 2007;
SNUC 2000; Tolentino 2011).

As coletas foram realizadas nas dreas de Cerrado stricto sensu no final do periodo
chuvoso e comecgo da estacdo seca, de margo a junho, periodos com maior riqueza de frutos.
Coletamos todas as espécies com frutos em abundancia, sendo que as espécies acumuladoras
coletadas foram: Coccocypselum aureum, Palicourea rigida, Rudgea viburnoides, Sabicea
brasiliensis (Rubiaceae), Miconia albicans, Miconia ibaguensis, Miconia macrothyrsa
(Melastomataceae) e Symplocos nitens (Symplocaceae). As espécies nao acumuladoras foram:

Chiococca alba e Declieuxia fruticosa (Rubiaceae).

2.2 Anatomia do fruto e localizacao histoquimica de Al

Amostras (n = 3) de frutos das espécies coletadas foram fixadas em FAAs5o (Johansen,
1940) ainda em campo, desidratadas em série crescente de etanol (70% a 95%), pré-infiltradas
e infiltradas com 2-hidroxietil-metacrilato (Historesin Leica, Alemanha) de acordo com Paiva
et al. (2011). Apo6s inclusdo, foram obtidas seccdes transversais, com espessura de 5 pm,

usando micrétomo rotativo de avango automético (modelo RM2265, Leica Microsystems Inc.,
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Deerfield, USA). As sec¢des foram coradas com azul de toluidina 0,05% em tampao acetato,
pH 4,7 (O’Brien e McCully 1964 modificado), para a caracterizacdo anatdmica, e submetidas
ao chrome azurol S. para detec¢ado histoquimica do Al (Kukachka & Miller, 1980), durante 1 h,
com posterior lavagem, por 5 min, com dgua destilada. A presenca de Al nos tecidos foi
identificada pela coloragdo azul-arroxeada. As observacdes e a captura de imagens foram
realizadas em microscopio de luz (modelo Olympus AX70TRF) com sistema U-Photo, com
camera digital acoplada (modelo Zeiss HRC), no Laboratério de Anatomia Vegetal da
Universidade Federal de Vigosa (UFV) e parte no Plant Secretion and Reproduction Lab
(PlantSeR) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

2.3 Quantificacdo quimica de Al na matéria seca do fruto

Os frutos das espécies coletadas foram secos em estufa de ventilagdo forgada, a 70°C e
triturados em moinho tipo Wiley (3383-L10, 46 Thomas Scientific, EUA). Amostras (n = 3) de
0,5 g de matéria seca foram digeridas em solucdo nitroperclorica (Tedesco et al. 1995) para
determinagio das concentracdes de Al por Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma
Acoplado Indutivamente (ICP-OES) (OPTMA 7300 DV, Perkin Elmer), do Laboratério do
Departamento de Solos da UFV. Para as espécies M. albicans e D. fruticosa foram feitas

amostras compostas devido a insuficiéncia de material.

2.4 Microanalise de Raio-X (MEV-EDS) do fruto

Frutos (n = 3) das espécies coletadas foram seccionados transversalmente, fixados em
FAA 50% (Johansen, 1940), por 48h, desidratados em série etilica, secos ao ponto critico
(aparelho Critical Point Dryer, Modelo CPD 030, Balzers, Liechtenstein), e posteriormente
recobertos com carbono (QI50TE) para andlise em Microscépio Eletronico de Varredura
(modelo 1430 VP, LEO, Cambridge, Inglaterra) com sonda de Raio-X acoplada (IXRF systems
X-EDS, 15715, Brookford Drive, Houston, TX, 77059), no Nicleo de Microscopia e
Microandlise da Universidade Federal de Vicosa (UFV). Foi determinada a abundancia relativa

de Al, K, Ca, Mg, P, N e Fe, no pericarpo e semente.

2.5 Estatistica
Os resultados de avaliacdes quantitativas foram submetidos ao agrupamento de médias

pelo teste Scott Knott, utilizando o software RStudio.
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3. RESULTADOS

3.1 Morfologia dos frutos

Os frutos das espécies analisadas apresentam uma diversidade de formas, tamanhos e
cores (Figura 1). Com relacdo ao tipo de fruto, sdo carnosos, indeiscentes (Figura 1) do tipo
baga para as trés espécies de Miconia, C. aureum € S. brasiliensis; do tipo drupa em D. fruticosa
e R. viburnoides e drupaceo em C. alba, P. rigida e S. nitens. Em D. fruticosa ocorrem as duas
condi¢des, frutos com uma tnica unidade (como evidenciado pela Figura 2G-I), uma drupa, e
frutos com duas unidades idénticas a do fruto que amostramos, que constitui um
esquizocarpo drupdceo com dois mericarpos. Em relacdo ao nimero de sementes, D. fruticosa
(Figura 2G-1), R. viburnoides (Figura 2M-O) e S. nitens (Figura 3D-F) possuem apenas 1
semente; C. alba e P. rigida possuem 2 sementes; C. aureum, S. brasiliensis (Figura 3A-C), M.
albicans; M. ibaguensis e M. macrothyrsa possuem inimeras sementes (Figura 3 e Tabela 1).
O fruto € originado de ovdrio infero em P. rigida, R. viburnoides e S. brasiliensis; de ovério
semi-infero nas trés espécies de Miconia e em S. nitens; e de ovério sipero em C. alba, C.
aureum e D. fruticosa. Com relagdo ao nimero de carpelos, S. brasiliensis possui cinco carpelos
(Figura 3A-C); M. macrothyrsa possui quatro; M. ibaguensis (Figura 3 J-L), M. albicans
(Figura 3G-I) e S. nitens (Figura 3D-F) possuem trés; C. alba, C. aureum e P. rigida possuem
dois carpelos; e D. fruticosa (Figura 2G-I) e R. viburnoides (Figura 2M-0O) possuem apenas um

(Tabela 1).

3.2 Anatomia do pericarpo

No pericarpo, a cuticula é delgada na maioria das espécies, mas € espessa em C. alba
(Figura 4A) e M. macrothyrsa. A epiderme € unisseriada e delgada em todas as espécies; em
M. albicans € papilosa e ornamentada (Figura 4B). Foram identificados tricomas em C. aureum
(Figura 4C), M. albicans, M. ibaguensis (Figura 4D), P. rigida, R. viburnoides e S. brasiliensis.
Symplocos nitens possui uma camada de hipoderme fendlica (Figura 4E).

O parénquima fundamental € constituido de células bem volumosas em todas as
espécies, com arranjo mais frouxo em C. alba (Figura 4F). Os feixes vasculares do pericarpo
sdo do tipo anficrival nas espécies P. rigida (Figura 4G) e R. viburnoides, e colateral em C.
aureum (Figura 4H) e nas demais espécies. O esclerénquima € constituido por esclereides em
M. albicans (Figura 4B) e nas demais espécies de Miconia, em R. viburnoides e S. nitens; ja
nas espécies P. rigida (Figura 41), C. alba e D. fruticosa ocorrem fibras transversais e obliquas.

Nao foi observada a presenca do tecido esclerenquimatico no pericarpo de C. aureum (Figuras
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4C, H) e S. brasiliensis. Nas espécies S. nitens (Figura 4E), M. ibaguensis, C. aureum e S.
brasiliensis a coloragdo verde, resultante da metacromasia do azul de toluidina, indicou a
presenca de compostos fendlicos na epiderme em M. ibaguensis, na hipoderme em S. nitens e
no parénquima em todas essas espécies. Drusas foram observadas nas espécies M. ibaguensis
(Figura 4J), M. albicans, M. macrothyrsa e S. nitens; rafides em P. rigida (Figura 4G, K), C.

aureum, D. fruticosa e R. viburnoides, e areia cristalina em C. alba (Figura4L) e S. brasiliensis.

3.3 Localizacao histoquimica de Al no pericarpo

Os principais sitios de acimulo de Al identificados foram conteddo das células do
floema, nicleos (epiderme, parénquima e floema), paredes celulares de epiderme e parénquima,
tricomas, cloroplastos e células com compostos fendlicos (Tabela 3). O contetido do floema e
o nucleo testaram positivo para Al em M. ibaguensis (Figura 5SD), R. viburnoides (Figura 5C,
E), M. albicans, M. macrothyrsa, C. aureum, P. rigida e S. nitens (Figuras 2 e 3). O Al estd
presente nas paredes celulares da epiderme de M. ibaguensis (Figura SA), M. albicans, M.
macrothyrsa, R. viburnoides e S. nitens; na parede das células parenquimdticas de M.
ibaguensis, (Figura 5A), M. albicans, M. macrothyrsa, e R. viburnoides; e nos tricomas de M.
ibaguensis (Figura 5B), R. viburnoides (Figura SE) e M. albicans (Figuras 2 e 3). A presenca
de Al nos cloroplastos foi detectada em S. nitens (Figura SE), M. albicans e P. rigida. Em M.
ibaguensis, a localizacao do Al foi a mesma dos compostos fendlicos, havendo superposi¢ao

entre eles (Figuras 2, 3 e SA).

3.4 Quantificacdo quimica de Al em matéria seca no fruto

Chiococca alba, D. fruticosa e S. brasiliensis apresentaram valores abaixo de 1g/kg de
Al na matéria seca do fruto, enquanto nas demais espécies os valores foram superiores a esse
valor, com destaque para M. ibaguensis, que acumulou valores maiores do que 10 g/kg de Al

(Figura 6 e Tabela 4).

3.5 Microanalise de Raio-X (MEV-EDS) do fruto

Os dados de abundancia relativa de Al, K, Ca, Mg, P, N e Fe estdo descritos na Tabela
5 e mostram que as espécies de Miconia apresentaram as maiores porcentagens de Al, com
maior abundancia no pericarpo. Houve diferencga estatistica entre pericarpo e semente em M.
ibaguensis e M. macrothyrsa, sendo maior porcentagem no pericarpo. Em M. albicans, merece

destaque o acimulo de Al em torno de 30% tanto pericarpo quanto nas sementes. Ao comparar
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o pericarpo nas diferentes espécies analisadas, M. albicans e M. ibaguensis apresentaram o0s
maiores valores para Al, diferindo de M. macrothyrsa, que apresentou a menor porcentagem.
Por outro lado, comparando as sementes, o teor de Al é diferente nas trés espécies do género
Miconia, M. albicans apresentou o maior valor do metal, seguido por M. ibaguensis e diferindo
das demais espécies.

Coccocypselum aureum se destaca por possuir mais de 60% de Ca no pericarpo e 70%
nas sementes, com diferenca estatistica com relagdo as demais espécies. Considerando o
pericarpo, com excecdo de M. albicans, S. brasiliensis e S. nitens, todas as demais espécies
apresentam valores superiores a 37% para Ca. Ao compararmos as sementes, exceto para C.
aureum, ndo houve diferenca entre as espécies em relacdo ao teor de Ca. Symplocos nitens se
destaca por possuir os valores mais baixos de Ca em ambas as estruturas analisadas. Miconia
macrothyrsa apresentou diferencga para este elemento entre pericarpo e semente.

Analisando a abundancia relativa de N, notamos que nos pericarpos das espécies de
Miconia e C. aureum apresentaram os menores valores de N, enquanto nas sementes os menores
valores foram registrados em M. albicans e C. aureum, diferindo de todas as outras espécies, e
posteriormente, M. ibaguensis apresentou a menor porcentagem. Nas espécies M. albicans, M.
macrothysa, C. aureum houve diferenca entre pericarpo e semente.

Analisando cada espécie com relac@o aos diferentes elementos, podemos verificar que
N, Ca e Al apresentaram maior abundancia. Em M. ibaguensis, P. rigida e R. viburnoides, 0s
elementos Al, Ca e N atingiram maiores porcentagens tanto no pericarpo quanto na semente.
Ao comparar Al e Ca, as espécies M. albicans, M. ibaguensis, C. aureum, P. rigida, R.
viburnoides apresentaram altos valores para esses elementos, em ambas as partes do fruto. Além
disso, P. rigida se destaca por apresentar N, Ca e Al como os maiores valores, respectivamente,

em ambas as estruturas (Tabela 5).

4. DISCUSSAO

Nao houve correlacdo entre o tipo de fruto e as diferentes categorias de resisténcia ao
Al. Por exemplo, comparando apenas as espécies de Rubiaceae, D. fruticosa e R. viburnoides
possuem uma unica cavidade seminal e semente, envolta pela por¢do interna do pericarpo que
€ lenhosa, formando um s6 pirénio; constituem, portanto, drupas (Barroso et al. 1999) tipicas,
embora a primeira seja uma espécie ndo acumuladora e a segunda acumuladora do metal. Da

mesma forma, os frutos de C. alba e P. rigida sdao drupaceos, formando dois pirénios, embora
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sejam espécies ndo acumuladora e acumuladora de Al, respectivamente. Por outro lado,
comparando apenas as duas espécies ndo acumuladoras de Al, C. alba apresenta dois pirénios
e D. fruticosa um ou dois, sendo na primeira espécie um fruto drupdceo e a segunda uma drupa
ou esquizocarpo drupaceo. Além disso, a anatomia dos frutos dessas espécies nao acumuladoras
de Al é bem semelhante, o que pode estar relacionado ao fato de pertencerem a familia
Rubiaceae, uma vez que compartilham caracteres em comum também com espécies
acumuladoras da mesma familia.

Dentre as espécies estudadas, as acumuladoras de Al na parte aérea, também
acumularam o metal nos frutos, exceto S. brasiliensis que apresentou muito pouco Al (0.24
g/kg) neste 6rgdo. Isso ja foi relatado para M. albicans, espécie acumuladora de Al que
apresentou esse elemento nos frutos, entre 2-3 g/kg de Al (Pasta et al. 2019; Timpone e
Habermann 2022). As espécies ndo acumuladoras de Al também apresentaram pouco desse
metal nos frutos (0.09 e 0.14 g/kg). Mesmo que a amostragem de espécies nao acumuladoras
de Al tenha sido pequena, é de se esperar em espécie que utilizam essa estratégia de resisténcia
ao metal, pequena concentracdo desse elemento nos frutos uma vez que muito pouco Al é
translocado para a parte aérea nessas espécies.

A histolocalizagdao de Al por chrome azurol S demonstrou que conteido do floema,
nucleo, parede celular de epiderme e parénquima foram os principais sitios de acimulo do
metal, presente no pericarpo da maioria das espécies analisadas, os mesmos sitios ja
identificados para orgdos vegetativos (Haridasan et al. 1986; Bressan et al. 2016; Malta et al.
2016; Nogueira et al. 2019; Cury et al. 2020; Sun et al. 2020). Além disso, nas espécies nao
acumuladoras de Al, ndo foi observado sitios de acimulo do metal com reacdo positiva. Uma
vez que o Al foi detectado no floema, torna-se necessdrio averiguar se o mesmo pode ser
redistribuido para os frutos por meio desse tecido de conducdo, ja que em Camellia oleifera o
transporte de Al pra parte aérea, via floema, ja foi observado (Zeng et al. 2013).

O nicleo (epiderme, parénquima e floema) foi um sitio de acimulo de Al predominante
no pericarpo da maioria das espécies analisadas, o que também j4 foi observado em trabalhos
anteriores com espécies acumuladoras de Al, com relacdo a folha, caule e raiz (Souza-
Fernandes 2019; Cury et al. 2020; Sun et al. 2020; Marques 2021). Ja se sabe que, na a raiz de
Camellia sinensis, o Al é essencial para manter a integridade do DNA (Sun et al. 2020). Além
disso, em raizes de Qualea grandiflora, foi demonstrado que o Al pode favorecer o
processamento da informagdo genética por manter a estrutura do DNA e da cromatina (Cury et

al. 2020; de Castro et al. 2022). Nenhum desarranjo na organizagao celular foi observado, nas
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espécies acumuladoras de Al, o que nos leva a supor que esse metal desempenha papel no
metabolismo dessas plantas, sendo importante para o funcionamento das células também da
parte aérea.

Nos frutos, as paredes celulares da epiderme e do parénquima foram sitios bem
marcantes de acdimulo de Al, como tem sido relatado para as partes vegetativas de diversas
espécies (Haridasan et al. 1986; Bressan et al. 2016; Malta et al. 2016; Nogueira et al. 2019). O
Al tem alta afinidade por grupos carboxila, hidroxila e fosfato (Poschenrieder et al. 2019) e as
paredes celulares de constituicdo pectoceluldsica sdo ricas em material carboxilico, incluindo
pectina, celulose e hemicelulose, que possuem cargas negativas e uma alta afinidade para ions
Al (Geng et al. 2017; Wu et al. 2022).

De acordo com a microanélise de Raio-X, foi possivel identificar a presenca de Al no
fruto, tanto no pericarpo quanto na semente, em todas as espécies estudadas, mesmo que em
baixas porcentagens. Das espécies acumuladoras de Al, as que apresentaram maiores
porcentagens do metal foram as espécies de Miconia e, entre as ndo acumuladoras, C. alba teve
as porcentagens mais baixas em ambas as estruturas. Essa andlise permitiu identificar Al nas
sementes e encontramos 31,82% em M. albicans e 13,11% em P. rigida, o que corrobora o que
foi identificado por Haridasan (2008) em algumas espécies, especialmente M. albicans (6,9 g
kg) e P. rigida (6,0 g kg™).

Além disso, percebemos uma relagdo entre Al, Ca e N, como os elementos com maior
abundancia relativa. O Ca tem o papel estrutural em parede celular e como transportador de
membrana e, para que isso acontega, deve estar disponivel em quantidades suficientes para as
plantas (Thor 2019). No entanto, o Al compete com o Ca, tanto pelos transportadores de
membrana, quanto pelos grupos carboxila da pectina, presente na parede celular (Horst et al.
2010; Thor 2019). Por outro lado, em plantas tratadas com Ca, esse elemento ja foi relatado
como uma alternativa para aliviar a toxicidade do Al (Ligaba-Osena et al. 2017; Rahman et al.
2018; Vasconcelos et al. 2020; Li et al. 2022).

O fruto de M. albicans, espécie acumuladora de Al, é muito rico em fendis totais, que
agrega uma capacidade antioxidante, além de possuir concentracOes elevadas de Ca, Zn, Fe e
Mg, fazendo com que esta seja uma espécie interessante para o consumo humano. No entanto,
foi detectada concentrac@o elevada de Al neste 6rgio (Pasta et al. 2019). Considerando que
espécies acumuladoras de Al translocaram maior concentracdo do metal para os frutos, é
importante ressaltar que muitos deles sdo consumidos por animais e alguns sio incluidos da

alimentacdo humana, o que alerta para risco a saide em fun¢do do consumo. E importante
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lembrar que existem alguns estudos relacionando o Al com a doenca de Alzheimer (Klein 2005;
Ferreira et al. 2008; Arain et al. 2015), o que indica a necessidade de mais estudos sobre este
tema.

Diante disso, o Al foi encontrado nos frutos de todas as espécies; as espécies
acumuladoras do metal na parte aérea, também foram as que mais acumularam Al nos frutos,
exceto S. brasiliensis; as espécies ndo acumuladoras do metal também acumularam muito
pouco nos frutos; e os principais sitios de acimulo de Al no pericarpo, presentes na maioria das
espécies foram: floema (conteido), nicleo, parede celular (epiderme e parénquima). Esses
dados permitiram ampliar o conhecimento sobre o acimulo de Al em frutos, uma vez que sao
raros os estudos de histolocalizagdo e de acimulo do metal em estruturas reprodutivas. Isso
destaca a necessidade de maior compreensdo sobre a translocagdo de Al para os frutos e
sementes, além dos possiveis efeitos do consumo de frutos com Al por frugivoros e humanos e
esclarecer os mecanismos de resisténcia das plantas acumuladoras de Al e o papel do acimulo

do metal no desenvolvimento de frutos e sementes.
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6. FIGURAS E TABELAS

Figura 1 - Diversidade de formas e cores de frutos coletados no Cerrado da FLONA de
Paraopeba, MG. A - Miconia albicans, B - Miconia ibaguensis, C - Miconia macrothrysa, D -
Chiococca alba, E - Declieuxia fruticosa, F - Coccocypselum aureum, G - Palicourea rigida,
H - Rudgea viburnoides, 1 - Sabicea brasiliensis, J - Symplocos nitens.
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Figura 2 — Anatomia e localizag@o histoquimica de aluminio em frutos de espécies do Cerrado.
A-C Chiococca alba, D-F Coccocypselum aureum, G-1 Declieuxia fruticosa, J-L. Palicourea
rigida, M-O Rudgea viburnoides. Coluna da esquerda: cortes sem colora¢do; coluna central:
cortes corados com chrome azurol S; coluna da direita: cortes corados com azul de toluidina
para caracterizacdo anatdmica. Reacgdo positiva (coloragdo azul/roxo) para Al, com uso de
chrome azurol S, nas espécies Coccocypselum aureum, Palicourea rigida e Rudgea viburnoides
no pericarpo e semente, € reacdo negativa em Chiococca alba e Declieuxia fruticosa. pe:
pericarpo; se: semente. Barras: 500 pm.
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Figura 3 — Anatomia e localiza¢do histoquimica de aluminio em frutos do Cerrado. A-C
Sabicea brasiliensis, D-F  Symplocos nitens, G-1 Miconia albicans, J-L. Miconia ibaguensis,
M-O Miconia macrothrysa. Coluna da esquerda: cortes sem coloracio; coluna central: cortes
corados com chrome azurol S; coluna da direita: cortes corados com azul de toluidina para
caracterizacdo anatdmica. Reacdo positiva para Al com uso de chrome azurol S nas espécies
Symplocos nitens, Miconia albicans, Miconia ibaguensis, Miconia macrothrysa e negativa em
Sabicea brasiliensis. pe: pericarpo; se: semente. Barras: 500 pm.
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Figura 4: Anatomia do pericarpo das espécies de Cerrado estudadas. A, F e L — Chiococca
alba, B — Miconia albicans, C e H — Coccocypselum aureum, D e J - Miconia ibaguensis, E —
Symplocos nitens, G, 1 e K — Palicourea rigida. Coloragdao com Azul de toluidina. Ab: feixe
anficrival; cb: feixe colateral; cs: areia cristalina; ct: cuticula espessa; dr: drusas; fi: fibras; pa:
parénquima frouxo; pc: compostos fendlicos; pe: epiderme papilosa; phe: epiderme fendlica;
ph: hipoderme fendlica; ra: rafides; sc: esclereides; tr: tricomas. A-E, G, H, K, L— 100 um; F e
I-300 pm; J: 50 pm.
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Figura 5 - Localizacdo de aluminio em frutos (pericarpo) de espécies do Cerrado. A, B, D —
Miconia ibaguensis, C, E — Rudgea viburnoides e F — Symplocos nitens. Ch: cloroplasto; ew:
parede celular da epiderme; nu: nucleo; pa: parede celular do parénquima; ph: floema; phc:
composto fendlico; tr: tricoma. Barras: 100 um.
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Figura 6 - Quantificacdo quimica de aluminio em frutos coletadas no Cerrado. Médias seguidas
pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott Knott.
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Tabela 1 — Morfologia de frutos coletados no Cerrado.

Melastomataceae Rubiaceae Symplocaceae
Miconia Miconia Miconia Chiococca Coccocypselum Declieuxia Palicourea Rudgea Sabicea Symplocos
albicans ibaguensis macrothyrsa alba aureum fruticosa rigida viburnoides brasiliensis nitens
Orcl)%zl:ilodo Semi-infero  Semi-infero Semi-infero Stpero Stpero Stipero Infero Infero Infero Semi-infero
Niimero de 3 3 4 2 2 1 2 1 5 3
carpelos
Numero de 20-30 30-40 30 2 20-30 1 2 1 20-30 1
sementes/fruto
Tipo de fruto Drupa /
€arnoso Baga Baga Baga Drupéceo Baga Esquizocarpo Drupéceo Drupa Baga Drupéceo
drupiceo*

* Ocorrem as duas condicdes, frutos com uma tnica unidade (como evidenciado pelas nossas imagens), uma drupa, e frutos com duas unidades idénticas a do fruto que
amostramos, que constitui um esquizocarpo drupiceo com dois mericarpos.



Tabela 2 — Caracterizacio anatdmica do pericarpo de frutos coletados no Cerrado.
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Familias Melastomataceae Rubiaceae Symplocaceae
Espécies Miconia Miconia Miconia Chiococca Coccocypselum Declieuxia Palicourea Rudgea Sabicea Symplocos
albicans ibaguensis macrothyrsa alba aureum fruticosa rigida viburnoides brasiliensis nitens
Cuticula Delgada e Espessa
Delgada Espessa Delgada Espessa Delgada Delgada Delgada Delgada
ornamentada & ornamentada P & P & g g g
Epiderme Unisseriada . . . . . . . . . . . . . . . . Unisseriada
P deloada e Unisseriada Unisseriada Unisseriada Unisseriada Unisseriada Unisseriada Unisseriada Unisseriada muito deleada
& delgada delgada delgada delgada delgada delgada delgada delgada . gaca,
papilosa hipoderme
Tricoma Presente Presente Ausente Ausente Presente Ausente Ausente Presente Presente Ausente
Parénquima Frouxo,
fundamental Células Células Células células Células Células Células Células Células Células
volumosas volumosas volumosas volumosas volumosas volumosas volumosas volumosas volumosas volumosas
Feixe vascular Colateral Colateral Colateral Colateral Colateral Colateral Anficrival Anficrival Colateral Colateral
Esclerénquima Fibras Fibras Fibras
Esclereides Esclereides Esclereides transversais e Ausente transversais transversais Esclereides Ausente Esclereides
obliquas e obliquas e obliquas
Cristais Areia o e L L Areia
Drusas Drusas Drusas .. Rafides Rafides Rafides Rafides .. Drusas
cristalina cristalina
Compostos
fen gicos Ausente Presente Ausente Ausente Presente Ausente Presente Ausente Presente Presente




Tabela 3 — Histolocalizacao de aluminio por chrome azurol S em espécies nativas do Cerrado. Reacdo positiva (+), negativa (-); estrutura nao
identificada (0).

Reacdo com chrome azurol S

Familia Espécies

Floema Nicleo  Parede Celular Parede Tricomas Cloroplastos Células com
epiderme Celular Compostos
parénquima fendlicos
Miconia macrothyrsa + + + + 0 + 0
Melastomataceae  Miconia albicans + + + + + +

Miconia ibaguensis + + + + + 0 +
Sabicea brasiliensis - - - = - 0 -
Chiococca alba - - - = 0 - 0
Rubiaceae Coccocypselum aureum + + - = = 0 +
Declieuxia fruticosa - - - = 0 0 0
Palicourea rigida + + - - + + 0
Rudgea viburnoides + + + + + 0 0
Symplocaceae Symplocos nitens + + + i 0 + }

Tabela 4 — Quantificacdo quimica de Al em frutos coletados no Cerrado.

FAMILIAS ESPECIES QUANTIFICACAO Al (g/kg)
Miconia albicans * 1.21
Melastomataceae Miconia ibaguensis 10.27+0.30 A
Miconia macrothyrsa 6.29+0.98 B
Rubiaceae Chiococca alba 0.14+0.06 D
Coccocypselum aureum 4.47+0.11 C
Declieuxia fruticosa* 0.09
Palicourea rigida 7.13£0.44 B
Rudgea viburnoides 3.77£1.20 C
Sabicea brasiliensis 0.24+0.12 D
Symplocaceae Symplocos nitens 1.85+0.19 D

*Sem a estatistica pois nas duas espécies foi feita amostra composta devido a insuficiéncia de material. Média + erro padrdo da média.
Meédias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott Knott.



Tabela 5 - Abundancia relativa (%) de nutrientes e Al, determinada por MEV/EDS, em frutos de espécies coletadas no Cerrado.

Al K Ca Mg P N Fe

Miconia albicans

Pericarpo 31.15+£2.40 Aa 5.66+0.84 Bb 22.51+4.60 Ca 7.87+0.23 Aa 6.03+0.48 Aa 25.14+8.15 Ba 1.62+0.22 Aa

Semente 31.8244.01 Aa 12.66+1.66 Aa 33.94+9.46 Ba 12.19+4.22 Aa 6.40+2.49 Ca 0.00£0.00 Cb 2.99+0.77 Aa
Miconia ibaguensis

Pericarpo 34.03+£2.08 Aa 9.83+1.24 Aa 30.86+6.23 Ca 3.49+0.83 Ab 4.36+0.22 Ab 15.65+4.73 Ba 1.78+0.67 Ab

Semente 23.47+7.50 Bb 5.85+2.48 Bb 26.96+6.52 Ba 8.87+5.26 Aa 9.87+£2.73 Ca 20.02+£10.07 Ba 4.95+£3.11 Aa
Miconia macrothyrsa

Pericarpo 21.37+4.00 Ba 8.04+0.60 Aa 39.59+4.98 Ba 5.02+1.16 Aa 3.08+0.49 Ab 21.23£1.11 Bb 1.67+£0.32 Aa

Semente 12.90+3.99 Cb 3.51+0.39 Bb 22.44+0.72 Bb 5.14+0.72 Ba 14.91+3.61 Ba 40.14£1.92 Aa 0.97+0.34 Ba
Chiococca alba

Pericarpo 6.01+1.11 Ca 1.62+0.22 Ca 43.4649.60 Ba 8.88+1.57 Aa 2.34+0.21 Ab 36.56+8.78 Aa 1.15+£0.42 Aa

Semente 5.50+0.34 Ca 1.14+0.38 Ca 29.21+0.43 Ba 6.09+0.68 Ba 9.26+2.81 Ca 46.73+4.80 Aa 2.08+0.70 Ba
Coccocypselum aureum

Pericarpo 6.48+1.28 Ca 0.54+0.22 Ca 60.03+4.07 Aa 4.46x1.02 Aa 2.77+0.59 Aa 24.5343.18 Ba 1.20+0.09 Aa

Semente 12.914£0.19 Ca 1.7440.10 Ca 71.7440.84 Aa 6.64+0.97 Ba 3.94+0.42 Ca 0.00£0.00 Cb 3.03£0.90 Aa
Declieuxia fruticosa

Pericarpo 10.85+2.39 Ca 0.74+0.26 Ca 40.4349.06 Ba 6.79+1.40 Aa 6.99+1.45 Aa 31.86£12.07 Aa 2.34+0.88 Aa

Semente 8.65+2.11 Ca 0.56+0.23 Ca 33.41+0.71 Ba 4.54+1.41 Ba 11.51£2.41 Ca 40.19+1.38 Aa 1.14+0.20 Ba
Palicourea rigida

Pericarpo 9.94+0.48 Ca 1.91+0.25 Ca 38.14+1.49 Ba 3.16+0.05 Aa 6.18+0.61 Aa 40.37£2.51 Aa 0.97+0.17 Aa

Semente 13.11£0.83 Ca 1.62+0.36 Ca 33.84+0.85 Ba 5.50+0.83 Ba 6.83+0.15 Ca 37.944£2.37 Aa 1.16+0.28 Ba
Rudgea viburnoides

Pericarpo 8.34+0.11 Ca 3.22+0.15 Ca 37.04+6.51 Ba 6.62+1.42 Aa 5.46+0.65 Aa 37.874£5.73 Aa 1.46+0.67 Aa

Semente 8.45+1.34 Ca 2.16£0.51 Ca 42.76+8.75 Ba 5.51£1.33 Ba 7.81£2.09 Ca 32.37+4.33 Aa 0.95+0.44 Ba
Sabicea brasiliensis

Pericarpo 6.64+1.07 Ca 3.2240.29 Ca 31.7545.28 Ca 10.88+0.75 Aa 5.49+0.63 Ab 40.35+6.30 Aa 1.68+£0.41 Aa

Semente 6.934£0.78 Ca 4.26+0.41 Ba 22.96+0.86 Ba 12.10+0.61 Aa 16.48+0.59 Ba 35.84+2.27 Aa 1.45+0.37 Ba
Symplocos nitens

Pericarpo 13.5440.38 Ca 7.61+£1.24 Aa 17.5742.41 Ca 8.58+0.24 Aa 6.18+1.08 Ab 44.9443.20 Aa 1.5940.06 Aa

Semente 13.09+£0.41 Ca 5.76+1.14 Ba 16.70+4.91 Ba 5.47+0.39 Ba 24.90+0.17 Aa 33.06+6.15 Aa 0.98+0.18 Ba
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*Média + erro padrdo da média. Letras maidsculas comparam a mesma estrutura nas diferentes espécies para cada elemento. Letras mintsculas comparam as diferentes estruturas na mesma espécie
para cada elemento. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott Knott. NS: ndo significativo. Mg: Magnésio; Al: Aluminio; Si: Silicio; P: Fésforo; Ca:

Célcio; Mn: Manganés; Fe: Ferro.



DADOS SUPLEMENTARES

Tabela de quantificacdo quimica de Al em folhas de espécies coletadas no Cerrado.

FAMILIAS

ESPECIES

QUANTIFICACAO Al (g/kg)

Melastomataceae

Rubiaceae

Symplocaceae

Miconia albicans
Miconia ibaguensis
Miconia macrothyrsa
Chiococca alba
Coccocypselum aureum
Declieuxia fruticosa
Palicourea rigida
Rudgea viburnoides
Sabicea brasiliensis
Symplocos nitens

11,21 (Souza-Fernandes, 2023)
17,83 (Souza-Fernandes, 2023)
7,85 (Souza-Fernandes, 2023)
0,19 (Souza-Fernandes, 2023)
9,12 (Souza-Fernandes, 2023)
0,62 (Souza-Fernandes, 2023)
4,57 (Carvalho-Junior, 2013)
13,53 (Malta et al. 2016)
2,38 (Souza-Fernandes, 2019)
9,91 (Souza-Fernandes, 2023)
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CAPITULO 2 - Influéncia do aluminio na germinacao e no desenvolvimento inicial de

espécies ocorrentes do Cerrado
RESUMO

O Al ¢ absorvido pelas raizes e, devido ao contato direto com o metal no solo, as respostas do
Orgdo sdo cruciais no processo de desenvolvimento inicial das plantas. Apesar do grande
conhecimento sobre os danos do Al no desenvolvimento de espécies cultivadas, ainda ha
escassas informagdes sobre os efeitos desse metal na germinacido e no estabelecimento das
plantulas do Cerrado. Assim, o objetivo do trabalho foi verificar o efeito do Al na germinagdo
e nas fases iniciais de desenvolvimento da raiz de espécies ocorrentes no Cerrado: Miconia
ibaguensis, M. albicans (Melastomataceae); Coccocypselum aureum e Chiococca alba
(Rubiaceae) e Symplocos nitens (Symplocaceae). Foram realizadas as seguintes andlises:
quantificacdo quimica do teor de Al nas folhas e caules de plantas coletadas no campo;
porcentagem de germinacdo e indice de taxa de germinagdo na auséncia (0 mM) e presenca de
Al (3 mM de Al); avaliacio morfolégica do sistema radicular (WinRhizo); anatomia e
localizacdo do Al em raizes utilizando testes histoquimicos e microandlise de Raio-X
(MEV/EDS); deteccao de morte celular com Azul de Evans e de espécies reativas de oxigénio
em raizes e folhas por testes histoquimicos. O Al foi benéfico para a germinagdo de C. alba,
unica espécie ndo acumuladora de Al analisada. Dentre as acumuladoras, na presenca de Al,
houve redu¢do no indice de crescimento em Coccocypselum aureum € no comprimento total,
area superficial e volume da raiz em M. albicans, Chiococca alba e Coccocypselum aureum .
Os principais sitios de acimulo de Al nas raizes foram: floema (conteido), parede celular da
epiderme e nucleos (regido meristematica,células do floema, epiderme e parénquima).
Nenhuma anomalia estrutural causada pelo Al foi observada na raiz, emboram tenham sido
identificados radicais superoxidos em Chiococca alba e M. albicans e observada morte celular
nos apices de raizes tratadas com Al em Coccocypselum aureum, M. ibaguensis e S. nitens. Os
dados de EDS mostraram maior porcentagem de Al, no tratamento com o metal, nas raizes de
todas as espécies sendo que em M. albicans, Chiococca alba e Coccocypselum aureum a
porcentagem de Al foi maior que nas folhas das plantulas. Concluimos que, a presenca ou
auséncia de Al ndo interferiu na germinacao de sementes de trés das cinco espécies de Cerrado
estudadas, no entanto, em C. alba o Al estimula a germinac¢io, aumentando a porcentagem e a

velocidade de germinacdo, além de diminuir o tempo médio para germinar. O crescimento €
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desenvolvimento de Coccocypselum aureum foi o mais afetado, com menor comprimento da

raiz, razao entre raiz e parte aérea, indice de crescimento e indice de vigor corrigido.

Palavras chave: Al em sementes. Al em raizes. Estabelecimento de plantulas no Cerrado.

Espécies acumuladoras de Al. Histolocalizacdo do Al.

1. INTRODUCAO

O Cerrado ¢é caracterizado por solos acidos (pH < 5), profundos, altamente lixiviados,
pobres em nutrientes (como Ca, N, K, Mg, P) e ricos em aluminio (Al**) (Dezzeo et al. 2004).
Neste bioma, espécies de diferentes familias botanicas, como Rubiaceae, Melastomataceae e
Symplocaceae (Jansen et al., 2002), destacam-se como acumuladoras de Al, por apresentar
concentragdes superiores a 1 g.kg™! desse elemento na matéria seca (Chenery 1948; Jansen et
al. 2002) da parte aérea.

Diferentes mecanismos de resisténcia podem ser observados como forma de adaptacio

aos altos teores de Al**

disponivel no solo. A exclusdo envolve mecanismos que evitam a
absor¢cdo do metal pelas raizes, enquanto que na tolerancia interna, o Al é absorvido,
translocado para a parte aérea e detoxificado internamente em diferentes compartimentos
celulares (Brunner e Sperisen 2013; Nunes-Nesi et al. 2014; Kochian et al. 2015; Bojérquez-
Quintal et al. 2017; Furlan et al. 2020; Chandra e Keshavkant 2021; de Castro et al. 2022; Ofoe
et al. 2023). Embora os sitios preferenciais de acimulo do Al nas células vegetais sejam
conhecidos (paredes celulares pectoceluldsicas, vactolo, e organelas, como cloroplastos e
nicleo), as estratégias de resisténcia bem como o real papel do metal ainda ndo foram
elucidadas em espécies do Cerrado, bioma com vegetacio adaptada a presenga de Al (Haridasan
et al. 1986; Andrade et al. 2011; Bressan et al. 2016; Malta et al. 2016; Nogueira et al. 2019;
Cury et al. 2020; de Castro et al. 2022).

A germinacdo das sementes e o desenvolvimento inicial das plantulas sdo fases criticas
no ciclo de vida das plantas. Além disso, a resisténcia ao Al durante a germinacao € crucial para
o estabelecimento de plantas que crescem em solos dcidos, como os de Cerrado. Embora
existam estudos sobre a germinacdo de sementes de vdrias espécies de Cerrado (Saboya &
Borghetti 2012; Fichino 2016; Ribeiro e Kolb 2016; Escobar et al. 2018; Ribeiro et al. 2019;
Dairel & Fidelis 2020), as respostas desse processo aos fatores de estresse se limitam aos efeitos
do fogo e restri¢do hidrica, enquanto informacgdes sobre a agdo do Al sdo escassas. O papel

benéfico do Al para o processo germinativo e estabelecimento inicial das plantulas foi
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evidenciado em algumas espécies (Mendes-Rodrigues et al. 2010; Ribeiro et al. 2010; Teixeira
2013; Rodrigues et al. 2019). Em Stylosanthes humilis (Leguminosae), o Al atua de forma
positiva na quebra da dorméncia das sementes, aumentando a velocidade de germinagdo
(Ribeiro et al. 2010). Sementes de Miconia ferruginata (Melastomataceae), originadas de
plantas estabelecidas em solos com baixos teores de Al, apresentam menor germinabilidade, o
que estd associado com sementes mal formadas e sem embrido, provavelmente, em
consequéncia do baixo teor de aluminio do solo, dentre outros fatores (Mendes-Rodrigues et al.
2010). Teixeira (2013), também trabalhando com espécies de Miconia (Melastomataceae),
observou a redu¢do no tempo inicial de germinacdo em sementes de M. fallax. Além de ter
verificado que em M. albicans a germinagdo ndo foi influenciada pela aplicacdo de doses de
Al, mas houve reducao do tempo médio de germinac¢do com doses mais elevadas.

De acordo com o observado por Rodrigues et al. (2019), Eugenia dysenterica
(Myrtaceae) acumula Al em seus tecidos, inclusive nas sementes, quando cultivada em solos
com abundancia desse metal, caso do Cerrado. Entretanto, a aplicacido exdgena de Al interferiu
na germinagdo, prejudicando o estabelecimento da plantula (Rodrigues et al. 2019). Os autores
sugerem a ocorréncia de toxicidade embriondria, afetando a divisdo celular e/ou alongamento
e protrusdo da raiz primdria. Durante a germinacdo, a emergéncia da raiz e o desenvolvimento
do sistema radicular envolvem tanto a divisdo quanto a expansao celular, processos sensiveis a
toxicidade de metais como o Al (Doncheva et al. 2005; Li et al. 2015).

O desenvolvimento inicial de plantas de Cerrado tem sido investigado (Carreira &
Zaidan 2003; Saboya & Borghetti 2012; Silveira et al. 2013; Chaib et al. 2023), mas poucas
informacdes sdo encontradas na literatura sobre a acdo do Al no desenvolvimento inicial da raiz
(Rodrigues et al. 2019). No entanto, as plantas absorvem o Al por meio das raizes e a literatura
registra esse 6rgao como o mais susceptivel aos efeitos toxicos deste elemento, principalmente
em espécies sensiveis ao metal (Grevenstuk & Romano 2013; Singh et al. 2017; Chandra e
Keshavkant 2021). Nessas espécies, alteragdes morfoldgicas (por exemplo, crescimento
reduzido) e funcionais (alteragdes na absorcao de dgua e nutrientes) ocorrem inicialmente na
raiz e, posteriormente, na parte aérea (Kollmeier et al. 2000; Grevenstuk e Romano 2013; Rao
2016; Rahman et al. 2018; Gavassi et al. 2020).

O 4pice radicular € a parte mais sensivel da raiz, respondendo a concentragdes muito
baixas de Al (Huang et al. 2014), e a zona de transi¢do distal desempenha um papel crucial na
detecgdo da toxicidade do metal (Yang e Horst 2015; Zhu et al. 2017; Zhu et al. 2019; Zhang

et al. 2019; Wu et al. 2022). O Al promove mudangas no padrdo de divisdo, expansao e morte
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celular, principalmente no meristema apical (Yang et al. 2011; Chandra e Keshavkant 2021).
Além disso, esse elemento pode restringir o crescimento radicular através da desestabilizacdo
do citoesqueleto mediante a despolimerizacdo de microtibulos (Amends et al. 2009; Baranova
et al. 2016). O Al pode interage com estruturas nucleares, ligando-se ao esqueleto fosfodiéster
do DNA, carregado negativamente, podendo comprometer a integridade do DNA e
cromossomos (Eekhout et al. 2017; Jaskowiak et al. 2018; Szurman-Zubrzycka et al. 2019).

O efeito do Al induz, ainda, a formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs), como
o peréxido de hidrogénio (H20,), o superéxido (O*) e hidroxilas (OH’), as quais podem
provocar alteracdes mitocondriais e inibir o crescimento radicular (Cakmak e Horst 1991).
Embora existam muitos dados sobre os efeitos deletérios do Al sobre o crescimento radicular,
especialmente em espécies cultivadas, foram demonstrados efeitos positivos do Al para o
crescimento e desenvolvimento das raizes em Melastoma malabathricum (Watanabe & Osaki
2002), Symplocos paniculata (Schmitt et al. 2016), Camellia sinensis (Sun et al. 2020) e em
espécies do Cerrado como Vochysia tucanorum (Bressan et al. 2021) e Qualea grandiflora
(Cury et al. 2020; Silva et al. 2023).

A escassez de informacdes sobre a influéncia do Al na germinacdo de sementes e
estabelecimento inicial de espécies nativas do Cerrado motivou o presente estudo. Dessa forma,
propomos responder as seguintes perguntas: O Al € essencial ou benéfico para a germinacao de
sementes de algumas espécies do Cerrado? Na auséncia do metal ocorre a germinagdo e o

desenvolvimento normal das plantulas?

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta em campo e testes preliminares de germinacao
As coletas foram feitas na Floresta Nacional (FLONA) de Paraopeba, MG, uma Unidade
de Conservacao de Uso Sustentavel, situada nas coordenadas geograficas de 19°20°S de latitude
e 44°20°W de longitude, com altitudes entre 734m e 750m, em éarea de Cerrado s.s sobre
Latossolo Amarelo.

As coletas foram realizadas no final do periodo chuvoso e comeco da estacdo seca, de
marco a junho, periodo com maior abundancia de frutos. As espécies coletadas foram: Miconia
ibaguensis (Melastomataceae), Miconia albicans (Melastomataceae), Coccocypselum aureum
(Rubiaceae), Chiococca alba (Rubiaceae), Symplocos nitens (Symplocaceae). Os frutos foram
despolpados manualmente e sessenta sementes de cada espécie coletada foram desinfestadas

com uma solug¢do de hipoclorito de sédio (1%, v / v), por 5 min, e divididas em duas placas de



54

Petri, umedecidas com &4gua deionizada (pH 4,0) (2,5 vezes a massa do papel seco), no
tratamento sem AI** (0 uM) e com solucdo de cloreto de aluminio (AICl; Sigma Aldrich —
06220) 3 mM (pH 4,0). Caules e folhas foram também coletados em campo e secos, em estufa
de ventilacao forcada, a 70°C, para posterior quantificacdo do teor de Al e caracterizagdo das

espécies como acumuladoras ou ndo acumuladoras de Al.

2.2 Quantificacao quimica de Al em matéria seca de folha e caule
As amostras de folhas e caules, coletadas em campo, das espécies selecionadas foram
trituradas em moinho tipo Wiley (3383-L10, 46 Thomas Scientific, EUA) e 0,2 g foram
digeridas em solu¢do nitroperclérica (Tedesco et al. 1995). As concentracdes de Al foram
determinadas utilizando Espectrometro de Emisséo Optica por Plasma Acoplado Indutivamente
(ICP-OES) (OPTMA 7300 DV, Perkin Elmer), do Laboratério do Departamento de Solos da
UFV.

2.3 Desenho experimental e germinaciao das sementes

Duzentos e cinquenta sementes de cada espécie estudadas foram imersas em uma
solucdo de hipoclorito de sédio (1%, v/ v), por 5 min para desinfestacdo. O teste de germinacao
foi realizado de acordo com a metodologia descrita nas Regras para Andlises de Sementes
(Brasil 2009). As sementes foram germinadas em caixas gerbox contendo duas folhas de papel
Germitest (10 x 10 cm) umedecidas com dgua deionizada (pH 4,0) (2,5 vezes a massa do papel
seco) no tratamento sem AI** (0 uM) e com solucdo de cloreto de aluminio (AICl3 Sigma
Aldrich — 06220) 3 mM (pH 4,0). A quantidade de liquido equivalente para umedecer o papel
seco foi estimada de acordo com a RAS (Brasil 2009). Foram adicionadas 25 sementes de cada
espécie em cada caixa gerbox, sendo que cada caixa corresponde a uma unidade amostral, e
para cada tratamento foram utilizadas 5 caixas. A partir da montagem do experimento so foi
adicionada 4gua, todos os dias e apds a emissdo do primeiro par de folhas acrescentamos
solucdo de Clark 1/3 de forca (pH 4,0) (Clark 1975), a cada trés dias. Foram consideradas como
germinadas as sementes que emitiram raiz priméria com 2 mm de comprimento (Nakagawa
1999; Brasil 2009) e plantulas normais as que apresentaram todas as estruturas essenciais: raiz
primaria, hipocétilo e cotilédone (Nakagawa 1999). A verificagdo da germinacao foi realizada
diariamente, de forma observacional, com foco nos seguintes parametros: Porcentagem Final
de Germinagdo (FGP); Indice de Velocidade de Germinacio (GI); Tempo Médio de

Germinacdo (MGT); Sincronia de germinagdo (Sync.) (Silva et al. 2019). Para verificar o
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desempenho das plantulas, foram analisados: Comprimento da Parte Aérea (SL); Comprimento
da Raiz (RL); Comprimento Total (TL); Razdo entre Raiz e Parte Aérea (R/S ratio); Indice de
Crescimento (GI); Indice de Vigor Corrigido (CVI) (Silva et al. 2019). As caixas gerbox dos
tratamentos com 0 e 3 mM de AI’* foram distribuidas aleatoriamente (Delineamento
Inteiramente Casualizado — DIC) mantidas em camara de cultivo, a temperatura de 25 + 1 °C,
intensidade de luz de 200 pmol fétons m2s !, 80% de umidade relativa e fotoperiodo de 16 h
luz, até sua germinacdo. Tendo em vista que o tempo de germinacdo difere entre as espécies, 0
experimento para Chiococca alba durou 90 dias, M. albicans, M. ibaguensis e S. nitens 40 dias
e Coccocypselum aureum 30 dias, prazos em que as plantulas portavam cotilédones e os dois
primeiros pares de folhas. A medida em que foi se acumulando uma quantidade de individuos,
de cada tratamento, com o numero de repeti¢cOes suficientes para uma andlise, esses foram
coletados, enquanto outros continuavam a se desenvolver até que possuissem os dois pares de

folha.

2.4 Anatomia da raiz e deteccio histoquimica do Al

Para caracterizagdo anatdomica da raiz e deteccdo histoquimica de Al, amostras (n = 3)
de 4pices de raizes, de Chiococca alba, Coccocypselum aureum, M. albicans, M. ibaguensis e
S. nitens, por tratamento, foram fixadas em FAAso (Johansen 1940) e desidratadas em série
crescente de etanol (70% a 100%). As amostras foram pré-infiltradas, infiltradas e incluidas em
historesina (Leica, Alemanha), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Posteriormente,
foram seccionadas longitudinalmente, com espessura de 5 um, usando micrétomo rotativo de
avancgo automatico (modelo RM2265, Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA). As seccdes
foram coradas com azul de toluidina 0,05 %, pH 4,7 (O’Brien ¢ McCully 1964 modificado),
para a caracterizag@o anatdmica. A detecc¢do histoquimica do aluminio foi realizada utilizando
chrome azurol S (Kukachka & Miller 1980), durante 1 h, com posterior lavagem, por 5 min,
com 4gua destilada. A reacdo positiva para o Al € identificada pela coloragdo azul-arroxeada.

Para detec¢@o do aluminio foram também utilizadas plantulas inteiras (n = 3), que foram
imersas na solucdo de chrome azurol S (Kukachka & Miller 1980), durante 1 h, com posterior
lavagem, por 5 min, com 4dgua destilada. Para documentacao fotografica foi usado um celular
(Samsung M32).

As observagoes e a captura de imagens foram realizadas em microscopio de luz (modelo
Olympus AX70TRF) com camera digital acoplada (modelo: Zeiss HRC), no Laboratério de
Anatomia Vegetal da Universidade Federal de Vicosa (UFV).
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2.5 Morte celular
Para a deteccdo de morte celular, trés plantulas inteiras, recém germinadas, por
tratamento, das espécies estudadas, foram imersas em solu¢cdo aquosa de Azul de Evans 0,25
%, por 15 min. Em seguida, as amostras foram lavadas com 4 mL de dgua destilada por 30 min,
removendo-se o excesso do corante. As plantas foram fotografadas em seguida utilizando um

celular (Samsung M32) (adaptado de Ponce de Leon et al. 2007).

2.6 Microanalise de Raio-X (MEV-EDS)

Fragmentos (n = 4) de folhas e raizes das plantulas de Chiococca alba, Coccocypselum
aureum, M. albicans, M. ibaguensis e S. nitens foram fixados em FAA 50 (Johansen 1940) por
48h, desidratados em série etilica e secos ao ponto critico (aparelho Critical Point Dryer,
Modelo CPD 030, Balzers, Liechtenstein), posteriormente recobertos com carbono (Q150TE)
e observadas/analisadas em Microscéopio Eletronico de Varredura (modelo 1430 VP, LEO,
Cambridge, Inglaterra) com sonda de Raio-X acoplada (IXRF systems X-EDS, 15715,
Brookford Drive, Houston, TX, 77059), no Nucleo de Microscopia e Microandlise da
Universidade Federal de Vigosa (UFV). Foi determinada a abundancia relativa de Al, Ca, N, P,
K, Fe, Mg em folha e raiz.

2.7 Espécies reativas de oxigénio
Tendo em vista a limitacdo de material para andlise, a detec¢do de radical superoxido
(O2") e do perdxido de hidrogénio (H202) foi realizada apenas em raizes e folhas (n = 3) de
Chiococca alba e M. albicans, no Laboratério de Genética Molecular de Plantas do Instituto de

Biotecnologia Aplicada a Agropecudria (BIOAGRO) da UFV.

2.7.1 Radical superoéxido
A detec¢do de O foi realizada de acordo com Ramel et al. (2009): as amostras foram
imersas no meio de reacdo (solugio de 3,5 mg L' de nitroazul de tetrazélio (NBT) em tamp3o
fosfato (10 mM) contendo 10 mM de azida sédica (NalN3). As folhas e raizes foram clarificadas
(95 °C por 5 min) com solugdo de 4cido acético-glicerol-etanol (1:1:3, v/v). As amostras foram
estocadas em solucgao de glicerol-etanol (1:4, v/v) até a obtencdo das imagens. O radical O foi
detectado pela observacdo da cor azul resultante da precipitacio do NBT. Posteriormente, as

plantas foram fotografadas em estereomicroscopio, modelo Olympus SZX7, Tokyo.
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2.7.2 Peroéxido de hidrogénio
As raizes e folhas foram infiltradas por 2 h, sob vacuo, na solucdo aquosa de 3,3’
diaminobenzidina (DAB) com concentracdo de 1,25 mg mL" (pH 3,8). Em seguida, as amostras
foram clarificadas e estocadas como descrito anteriormente para o radical O2". O H>O; foi
identificado pela coloragdo marrom decorrente da polimerizacdo do DAB. Posteriormente as

plantas foram fotografadas em estereomicroscépio, modelo Olympus SZX7, Tokyo.

2.8 Estatistica

A normalidade e homogeneidade dos dados foram verificadas pelos testes Shapiro-Wilk
e Bartlett respectivamente (p<0.05). Para os dados da quantificacdo quimica de Al em folhas e
caule coletados em campo foram avaliados em esquema fatorial duplo pela analise de variancia
e as médias, quando significativas, foram agrupadas pelo teste Scott-Knott (p<0.05). As
analises estatisticas foram realizadas no software R x 64 4.0.5 (R Core Team, 2019).

Para os dados do experimento de geminagdo, os valores de contagem e crescimento foram
calculados: Porcentagem final de germinacao (FGP), Indice de velocidade de germinacdo (GI),
Tempo médio de germinacdo (MGT) e Sincronia de germinacdo (Sync) com as equacdes
descritas por Silva et al. (2019). Essas varidveis foram calculadas utilizando a funcdo Germcalc
do pacote SeedCalc do software R. Os valores de comprimento da raiz (RL) e comprimento da
parte aérea (SL) foram inseridos no pacote SeedCalc do software R e com a funcio PlantCalc
foram calculados: Comprimento médio total (TL), Razdo entre raiz e parte aérea (R/S ratio),
Indice de crescimento (GI) e Indice de vigor corrigido (CVI). A normalidade e homogeneidade
dos dados foram verificados pelos testes Shapiro-Wilk e Bartlett respectivamente (p<0.05). Os
valores médios obtidos foram submetidos a andlise de variancia e comparados pelo teste F
(p<0.05). Os dados de MEV-EDS obtidos em condi¢des experimentais foram avaliados em
esquema fatorial triplo pela andlise de varidncia e as médias quando significativas, foram
comparados pelo teste Tukey (p<0.05). As andlises estatisticas foram realizadas no software R

x 64 4.0.5 (R Core Team, 2019).

3 .RESULTADOS
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3.1 Quantificaciao de Al em folhas e caules das plantas coletadas em campo

De todas as espécies estudadas, a inica com concentragdo de Al abaixo de 1g.kg™! de Al,
no caule e na folha foi Chiococca alba, enquanto as demais espécies acumularam valores
superiores a 1gkg! de Al em ambos os 6rgdos (Figura 1). Além disso, M. albicans e M.
ibaguensis apresentaram concentracdes superiores a 10 g.kg™! de Al nas folhas, sendo que, em
M. ibaguensis, também o caule atingiu essa concentracdo (Figura 1).

Nas espécies de Miconia e em S. nitens houve maior acimulo de Al nas folhas quando
comparado ao caule. Em Chiococca alba e Coccocypselum aureum ndo houve diferencas

significativas entre os 6rgados (Figura 1).

3.2 Germinacio e desenvolvimento inicial das plantulas

Com relacdo aos parametros germinativos, Coccocypselum aureum teve uma alta
porcentagem de germinac¢do e menor tempo médio de germinacdo e por outro lado, Chiococca
alba apresentou a menor porcentagem e maior tempo para germinar. De todas as espécies
analisadas, as unicas que demonstraram diferencas significativas entre os tratamentos foram M.
ibaguensis e Chiococca alba. A primeira diferiu com relacido ao tempo médio de germinagao,
de forma que a presenca de Al retardou esse processo, embora com relacdo a porcentagem de
germinagdo ndo tenha havido distin¢do entre os tratamentos. No entanto, para Chiococca alba,
a presenca do metal aumentou a porcentagem e a velocidade de germinacao, além de diminuir
o tempo médio para germinar. Para M. albicans, Coccocypselum aureum e S. nitens, ndo houve
diferenca entre os tratamentos para os parametros germinativos analisados (Tabela 1).

Ao analisarmos o desempenho das plantulas, M. ibaguensis, Chiococca alba e
Coccocypselum aureum foram as espécies que demonstraram diferencas entre os tratamentos
no seu desenvolvimento inicial. Para as duas primeiras espécies, apenas com relacao ao indice
de vigor corrigido, vimos diferencgas entre os tratamentos, sendo que houve maior vigor das
plantulas na presenca de Al. Ja para Coccocypselum aureum, na presenca do metal, houve maior
comprimento da parte aérea e menor comprimento da raiz, razao entre raiz e parte aérea, indice
de crescimento e indice de vigor corrigido. Para M. albicans e S. nitens, ndo houve diferenca

entre os tratamentos em nenhum dos parametros analisados (Tabela 2).

3.3 Anatomia
As raizes apresentaram estrutura tipica, com a coifa bem evidente, protegendo o

meristema apical em todas as espécies analisadas (Figura 2). A diferencia¢do do procambio é



59

bem proxima da regido do pré-meristema a qual € bem curta, seguida pela regido de
alongamento e diferenciacdo, ainda muito préxima da regido apical (Figura 2). De forma geral,
ndo houve grandes diferencas anatdmicas entre os tratamentos nas espécies analisadas. Em
Chiococca alba, no tratamento sem Al, observamos muitos pelos radiculares desde o 4pice
(Figura 2E); por outro lado, no tratamento com Al, observamos poucos ou nenhum pelo (Figura
2F). Em M. albicans, foi possivel observar maior numero de células com compostos fendlicos
na regido apical no tratamento com o metal (Figura 2B), quando comparado ao tratamento na

auséncia de Al (Figura 2A).

3.4 Histoquimica

No teste com chrome azurol S, no tratamento com Al, os sitios predominantes de
acumulo do metal entre as espécies foram conteudo das células do floema e nucleo (na regido
meristemadtica, em células do floema, da epiderme e parénquima) (Tabela 3). Além desses, em
M. ibaguensis, Chiococca alba e S. nitens, a parede celular da epiderme também foi um sitio
de acumulo. Em Chiococca alba, as paredes dos pelos radiculares também testaram positivo
para Al (Tabela 3). No tratamento sem Al, o resultado foi negativo em todos os sitios, exceto
os nucleos da regido meristematica que marcaram o Al em M. ibaguensis e S. nitens (Tabela 3).

O teste em plantulas inteiras, comparando todas as espécies, mostrou de forma geral
que, no tratamento com Al, a reac¢ao positiva foi mais intensa do que no tratamento sem Al. Isso
€ ainda mais evidente em Chiococca alba, Coccocypselum aureum e S. nitens. As reagdes

positivas foram visiveis apenas na raiz (Figura 3).

3.5 Morte celular
Para morte celular, observamos reacdo positiva nas raizes do tratamento com Al,

principalmente nos 4dpices radiculares de Coccocypselum aureum, M. ibaguensis € S. nitens

(Figura 4).

3.6 Microanalise de Raio-X (MEV-EDS) em folhas e raizes

Analisando o elemento Al, ao compararmos os diferentes tratamentos da mesma espécie
e 0rgdo, todas as espécies apresentaram diferencas significativas entre as raizes no tratamento
com e sem Al, com maior porcentagem do metal no tratamento com Al. Além da raiz,
Chiococca alba também demonstrou diferenca entre os tratamentos para folha, sendo maior

porcentagem do metal no tratamento com Al (Tabela 4).
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Houve diferenca entre os 6rgaos no tratamento com Al em M. albicans, Chiococca alba
e Coccocypselum aureum, sendo a porcentagem de Al maior na raiz. Para M. albicans, também
houve diferencga entre os 6rgaos na auséncia de Al com maior porcentagem do metal na raiz
(Tabela 4).

No tratamento sem Al, S. nitens apresentou o maior valor do metal na folha e nas demais
espécies ndo houve diferencas significativas; na presenca de Al, S. nitens obteve maior
porcentagem de Al e M. albicans e Coccocypselum aureum as menores porcentagens. Por outro
lado, para a raiz, na auséncia de Al, S. nitens obteve as maiores porcentagens de Al e
Coccocypselum aureum as menores e, considerando a raiz na presenca de Al, Chiococca alba
e S. nitens apresentaram as maiores porcentagens de Al e M. ibaguensis a menor (Tabela 4).

Comparando os diferentes tratamentos da mesma espécie e Orgdo, além do Al,
observamos diferencas com relagdo ao K, Ca, N e F. Ao analisamos as folhas, observamos que
em M. albicans, no tratamento com Al houve mais abundancia de K e Ca e, em Chiococca alba,
no tratamento com Al, obteve menor porcentagem de Ca. J4 ao analisarmos a raiz, vimos
diferenca entre os tratamentos em M. albicans e M. ibaguensis em que, no tratamento com o
metal, ocorreu menor abundancia de K; em Chiococca alba, no tratamento com Al, a raiz
apresentou maior porcentagem relativa de K, N e Fe e menor porcentagem de Ca; em
Coccocypselum aureum, houve maior abundancia de Fe no tratamento com Al; finalmente, em
S. nitens, a diferenca entre os tratamentos se deu com uma maior abundancia de N e Fe na

presenca do metal (Tabela 4).

3.7 [Espécies reativas de oxigénio

3.7.1 Peroxido de hidrogénio

Em Chiococca alba, ndo foi possivel observar reagdes para peroxido de hidrogénio nos
tratamentos com e sem Al (Figura 5A-D). Em M. albicans, a presenca de perdxido de
hidrogénio, evidenciada pela coloracado marrom, foi verificada por meio de pontos ao longo da
folha e marcacOes mais intensas nos apices do orgao (Figura SE, G, H), apesar de nao

observamos diferengas entre os tratamentos (Figura 5).

3.7.2 Radical superoéxido
A presenca de radicais superdxidos se tornou visivel por marcagdes em azul,
principalmente em folhas mais jovens e na regido do meristema apical, tanto para Chiococca

alba quanto para M. albicans (Figura 6). Houve diferenca entre os tratamentos, de forma que
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foi possivel observar um maior acimulo desses radicais, em ambas as espécies na presencga de

Al (Figura 6).

4 .DISCUSSAO

Chiococca alba foi a Unica espécie, dentre as estudadas, considerada ndo acumuladora
de Al por apresentar valores muito abaixo de 1g.kg”! de Al tanto na folha quanto no caule
(Chenery 1948). Dentre as espécies acumuladoras, destacam-se as espécies de Miconia; por
acumularem valores superiores a 10 gkg'1 de Al na folha e em M. ibaguensis, também no caule,
por isso, foram classificadas como hiperacumuladoras do metal (Chenery 1948). As folhas de
Coccocypselum aureum e S. nitens também se destacam por alcancarem concentracdes altas
bem préximas a 10 gkg! de Al, como j4 detectado em outros trabalhos (Jansen et al. 2004;
Castro 2013; Maejima et al. 2014; Schmitt et al. 2016; Silva 2019; Viana 2021).

Chiococca alba apresentou o maior tempo médio e a menor percentagem de germinagao
entre as espécies estudadas, o que pode indicar a presenca de algum mecanismo de dorméncia.
Embora Chiococca alba seja uma espécie nao acumuladora de Al, o metal atuou como um
elemento benéfico, uma vez que aumentou a porcentagem e a velocidade de germinagdo, além
de diminuir o tempo médio para germinar. Assim como observado em Stylosanthes humilis
(Leguminosae), o Al provavelmente atua de forma positiva na quebra da dorméncia das
sementes (Ribeiro et al. 2010). Nesta espécie, os autores verificaram que a agdo do Al na quebra
de dorméncia ndo depende da biossintese ou acao do etileno e pode ser consequéncia da geragao
de uma condi¢do estressante desencadeando a producdo de espécies reativas de oxigénio,
hipdtese que deve ser investigada em Chiococca alba. O efeito positivo do Al tem sido relatado
para espécies de Melastomataceae acumuladoras de Al como Miconia fallax e Miconia
albicans, (Teixeira 2013). Em Miconia ferruginata (Melastomataceae) os baixos teores de Al
no solo foram relacionados a ma formacao das sementes, que ndo germinam pela auséncia de
embrido (Mendes-Rodrigues et al. 2010). Entretanto, os dados aqui obtidos mostram que a
auséncia de Al ndo alterou os parametros de germinacdo de M. albicans, Coccocypselum
aureum e S. nitens, ja em M. ibaguensis reduziu o tempo médio de germinagdo sem, contudo,
alterar os outros parametros.

Analisando os dados de desenvolvimento inicial, apenas em Coccocypselum aureum
observamos interferéncia no crescimento. Coccocypselum aureum € uma espécie acumuladora
de Al, de germinacdo rdpida e alta porcentagem de germina¢do; no entanto, quando analisamos

o desempenho das plantulas, o Al atuou reduzindo o desenvolvimento da raiz e o indice de
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crescimento das plantulas e, por outro lado, aumentou a parte aérea na presenga do metal. Por
ser uma semente muito pequena € com pouca reserva, 0 maior investimento na parte aérea
garante a fotossintese e crescimento da plantula. Em Coccocypselum aureum foram relatados
efeitos benéficos do Al com aumento do teor de clorofilas a e b, da taxa fotossintética, da
condutancia estomdtica, da transpiracdo, das concentracdes de glicose, frutose, amido na raiz e
de proteinas na raiz e na folha (Viana 2021).

Os dados de crescimento e desenvolvimento de raiz para as demais espécies estdo de
acordo com as observagdes anatdmicas, ja que ndo foram observadas anomalias nem atraso no
crescimento em funcdo da aplicacio do Al. Corroborando os nossos resultados, em Q.
grandiflora (Cury et al. 2020), Vochysia tucanorum (Bressan et al. 2021) e Qualea grandiflora
(Silva et al. 2023), a presenca de Al estimulou o crescimento radicular, aumentando o
comprimento da raiz e o nimero de ramifica¢des. Silva et al. (2023) também demonstraram,
em Q. grandiflora, que o Al aumentou a biomassa radicular e a sua auséncia comprometeu a
integridade da raiz. A presenca de raizes sadias expostas ao Al pode ser um efeito positivo que
esse elemento promove em seu crescimento e desenvolvimento, conforme demonstrado por
Bressan et al. (2021) e Silva et al. (2023).

Os principais sitios de acimulo de Al presentes nas raizes da maioria das espécies,
demonstrados pela reagdo com chrome azurol S, foram os nicleos (no pré-meristema,
procambio e protoderme), a parede celular da protoderme e do procambio. A presenca de Al
nos nucleos em células de plantas cultivadas pode causar sérios danos nessa estrutura como o
enrijecimento da fita dupla hélice do DNA, comportamento irregular do nucleo durante a
mitose, formacdo de cromossomos pegajosos, dentre outras anormalidades cromossdmicas e
nucleares (Matsumoto 1991; Qin et al. 2010). No entanto, nenhum trabalho demonstrou a
ocorréncia desses efeitos negativos do Al em espécies nativas de Cerrrado e/ou adaptadas a
presenca de Al no solo. Em estudos com Camellia sinensis, espécie acumuladoras de Al, foi
demonstrada a essencialidade desse metal na manutencdo da integridade do DNA (Sun et al.
2020). Em Q. grandiflora, o Al pode favorecer o processamento da informacdo genética,
mantendo a estrutura do DNA e da cromatina (Cury et al. 2020; de Castro et al. 2022). Isso nos
leva a crer que o Al é importante para o metabolismo das espécies adaptadas a ambientes com
altas concentragdes desse metal, uma vez que o nucleo foi um sitio de acimulo em todas as
espécies analisadas. Entretanto, sé experimentos com a finalidade especifica de avaliar como o
metal estd complexado nos nucleos e se desempenha alguma fun¢do poderdo esclarecer esta

questao.
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Nas espécies estudadas, as paredes celulares pectoceluldsica foram sitios preferenciais
de acimulo de Al, isso se dd pelo fato de as paredes serem ricas em pectinas, celulose e
hemiceluloses, que possuem cargas negativas (grupos carboxilicos) e uma alta afinidade aos
ions Al (Geng et al. 2017; Wu et al. 2022). O Al altera as caracteristicas da parede celular em
espécies sensiveis, em especial a sua extensibilidade, e inibe o alongamento da raiz (Horst et
al. 2010) devido a diminui¢do da producdo de proteinas envolvidas na sintese de carboidratos,
como verificado em cultivar sensivel de arroz (Wang et al. 2013). Por outro lado, em Q.
grandiflora, espécie acumuladora de Al, houve aumento das proteinas relacionadas a sintese de
parede celular na presenca do metal (Cury et al. 2020), o que também foi constatado em cultivar
tolerante de arroz (Wang et al. 2013). Desta forma, o estudo do papel do Al no metabolismo
das proteinas envolvidas na sintese de carboidratos podera fornecer subsidios para o melhor
entendimento da resisténcia ao Al em plantas nativas adaptadas a solos acidos.

O estresse causado por Al ativa o sistema antioxidante e induz a répida producio de
ROS e seu actimulo, como uma forma de atenuar os danos causado pelo metal (Huang et al.
2014; Furlan et al. 2018). O teste histoquimico foi positivo para peroxido de hidrogénio em M.
albicans, em ambos os tratamentos, € mais intensamente para radicais superoxidos em
Chiococca alba e M. albicans na presenca de Al. Estudos demonstraram que, dependendo da
concentracdo, o Al pode se tornar téxico, mesmo em espécies acumuladoras de Al, como em
Styrax camporum, que teve seu desenvolvimento normal na auséncia ou em baixas
concentracdes de Al e que, no entanto demonstrou sinal de toxicidade ao metal, na concentragdao
mais alta (1480 uM Al) testada (Bressan et al. 2020). O mesmo foi observado para Eugenia
dysenterica, em que houve um aumento da atividade das enzimas antioxidantes com o aumento
das doses de Al (200 e 400 pmol AI** L), como um mecanismo de defesa contra a formacio
excessiva de espécies reativas de oxigénio (Rodrigues et al. 2019). Os nossos resultados
histoquimicos nao foram promissores, necessitando de uma maior amostragem do material para
ser feita a quantificacdo, o que poderd ser realizado em trabalho futuros.

De acordo com os dados de microandlise de Raio-X, as raizes de todas as espécies aqui
estudadas apresentaram a maior porcentagem do metal no tratamento com Al. Em M. albicans,
Chiococca alba e Coccocypselum aureum, a raiz também apresentou maior porcentagem de Al
que as folhas. Essa presenca de Al em raizes de espécies do Cerrado ja foi relatada em M.
albicans, Q. grandiflora, Rudgea viburnoides e Vochysia tucanorum, espécies acumuladoras
de Al, e também em ndo acumuladoras, como Caryocar brasiliensis e Xylopia aromatica (Malta

et al. 2016; Timpone e Habermann 2022; Zaia et al. 2022).
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A identificacdo de morte celular nas raizes do tratamento com Al, principalmente nos
apices radiculares de Coccocypselum aureum, M. ibaguensis e S. nitens, espécies acumuladoras
de Al, necessita ser investigada com técnicas mais apuradas, como citometria de fluxo, pois
parece questiondvel que espécies acumuladoras de Al, adaptadas a solos acidos, apresentem
morte celular induzida pelo metal. Em raizes de Q. grandiflora, espécie acumuladora de Al,
nao houve a expressdo de proteinas associadas a morte celular (Cury et al. 2020) nos
tratamentos com e sem Al (150 uM).

Diante disso, concluimos que a presenca ou auséncia de Al ndo interferiu na germinacao
de sementes de trés das cinco espécies de Cerrado estudadas. Por outro lado, o metal atuou de
maneira benéfica para Chiococca alba, proporcionando o aumento na percentagem de
germinacdo em menor tempo. Em M. ibaguensis, o Al ampliou o tempo médio de germinacao
sem alterar a percentagem de germinagdo. O desenvolvimento das plantulas ocorreu sem

anomalias morfoanatdomicas, na presenca do Al, mas com reducdo nos parametros de

crescimento da raiz em M. albicans e Coccocypselum aureum.
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Figura 1: Quantificacdo quimica de Al em folha e caule de espécies coletadas no Cerrado da
FLONA de Paraopeba, MG. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Skott-Knott (p <0,05). Letras maitsculas comparam espécies para o mesmo 0rgao,

enquanto letras mintsculas comparam 6rgaos dentro da mesma espécie. As barras representam
o erro padrio (n = 3).
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Figura 2 — Apice radicular de plantulas de espécies nativas do Cerrado cujas sementes foram
germinadas na auséncia (coluna a esquerda) e presenga (coluna a direita) de Al (3mM). Cortes
longitudinais corados com Azul de toluidina. A-B Miconia albicans, C-D Miconia ibaguensis,
E-F Chiococca alba, G-H Coccocypselum aureum, I-J Symplocos nitens. Cf: células fendlicas,
pr: pelos radiculares. Barras: A, B, E-H (50 um); C, D, I e J (75 um).
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Figura 3 — Localizagcdo de Al com chrome azurol S em plantulas de espécies nativas do Cerrado
cujas sementes foram germinadas na auséncia ou presenca de Al (3 mM). Tratamentos OmM
(coluna a esquerda) e 3mM de Al (coluna a direita). Resultado positivo demonstrado pela
coloracdo azul-arroxeada como apontado pelas setas. A-B Chiococca alba, C-D
Coccocypselum aureum, E-F Miconia albicans, G-H Miconia ibaguensis, 1-J Symplocos nitens.
Barras: A e B (bmm), C e D (4mm), E-H (5mm), [ ¢ J (6mm).
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Figura 4 — Identificacdo de morte celular com azul de Evans em plantulas (raiz, caule e folha)
de espécies nativas do Cerrado cujas sementes foram germinadas na auséncia ou presenca de
Al (3 mM). Tratamentos OmM (coluna a esquerda) e 3mM de Al (coluna a direita). Resultado
positivo demonstrado pela coloragdo azul, como apontado pela seta. A-B Chiococca alba, C-D
Coccocypselum aureum, E-F Miconia albicans, G-H Miconia ibaguensis, 1-J Symplocos nitens.
Barras: A-B (8mm), C e D (4mm), E-H (5mm), I e J (6mm).



Figura 5 — Deteccdo de peroxido de hidrogénio utilizando teste com 3,3’ diaminobenzidina
(DAB), em plantulas de espécies nativas do Cerrado cujas sementes foram germinadas na
auséncia ou presenca de Al (3 mM). Teste positivo demonstrado pela coloracdo marrom,
conforme apontado pelas setas em E-H. A-D Chiococca alba e E-H Miconia albicans. A, B, E,
F tratamento sem aluminio. C, D, G, H Tratamento com 3 mM de aluminio. Barras: A-D (3000
um), E e G (1500 pm) e F e H (500 um).
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Figura 6 — Deteccado de radical superdxido utilizando teste com nitroazul de tetrazélio (NBT),
em plantulas de espécies nativas do Cerrado cujas sementes foram germinadas na auséncia ou
presenca de Al (3 mM). Teste positivo demonstrado pela colorac@o azul, conforme apontado
pelas setas de A-H e de forma mais intensa pelo asterisco em G e H. A-D Chiococca alba e E-
H Miconia albicans. A, B, E, F tratamento sem aluminio. C, D, G, H Tratamento com 3 mM
de aluminio. Barras: A-D (3000 um), E e G (1000 um), F e H (500 um).



Tabela 1 -

FGP (%) GI MGT (days) Sync.

Miconia albicans

No Al 65.6+5.15 A 0.694+0.067 A 26.60+.0.66 A 0.039+0.014 A

Plus Al 58.4+4.66 A 0.599+0.064 A 27.9540.89 A 0.03240.011 A

Miconia ibaguensis
No Al 36.80+1.95 A 0.40+0.03 A 25.62+1.84 B 0.059+0.026 A
Plus Al 44.80+5.42 A 0.37+£0.03 A 31.89+1.24 A 0.047+0.011 A
Chiococa alba
No Al 13.6£5.74 B 0.061£0.025 B 56.41£2.34 A 0.007+£0.006 A
Plus Al 32.31+2.19 A 0.18+0.015 A 46.35+1.73 B 0.058+0.036 A
Coccocypselum aureum

No Al 98.66+0.81 A 5.85+0.23 A 6.92+0.43 A 0.168+0.015 A

Plus Al 98.66£1.33 A 5.42+0.54 A 7.58+0.98 A 0.14540.039 A
Symplocos nitens

No Al 28.00+3.57 A 0.49+0.083 A 15.89+0.65 A 0.126+0.029 A

Plus Al 29.60+6.01 A 0.46+0.082 A 17.27+1.11 A 0.11340.056 A

79

Parametros germinativos de espécies nativas do Cerrado cujas sementes foram germinadas na auséncia ou presenca de Al (3 mM).
Avaliagdes feitas 90 dias apds semeadura para C. alba, 40 dias para M. albicans, M. ibaguensis e S. nitens e 30 dias para C. aureum.

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste t Student (P<0.05). Porcentagem final de germinagdo (FGP), Indice de velocidade de germinagdo (GI),

Tempo médio de germinac¢do (MGT) e Sincronia de germinacdo (Sync).
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Tabela 2 - Desempenho de plantulas, com cotilédones e dois pares de folhas, de espécies nativas do Cerrado cujas sementes foram germinadas
na auséncia ou presenca de Al (3 mM). Avaliagdes feitas 90 dias apds semeadura para C. alba, 40 dias para M. albicans, M. ibaguensis e S. nitens
e 30 dias para C. aureum.

SL (cm) RL (cm) TL (cm) R/S ratio GI CVI
Miconia albicans
No Al 0.208+0.24 A 1.202+0.39 A 1.41+£.0.40 A 5.626+.1.46 A 110.21+35.52 A 232.08+15.78 A
Plus Al 0.248+0.01 A 1.067+0.26 A 1.314+0.25 A 447+1.15 A 98.48+24.02 A 210.351+23.37 A
Miconia ibaguensis
No Al 0.163£0.011 A 0.875+0.245 A 1.038+0.244 A 5.48+.1.48 A 80.37£22.10 A 131.105+5.69 B
Plus Al 0.225+0.042 A 0.843+0.207 A 1.068+0.224 A 4.011£1.26 A 78.07£18.78 A 158.884+5.88 A
Chiococa alba
No Al 6.21£0.73 A 7.08+£0.75 A 13.29+1.48 A 1.155+£.0.017 A 699.3£74.90 A 107.373+7.13 B
Plus Al 4.77+0.58 A 5.75+£0.54 A 10.52+1.13 A 1.26+0.054 A 565.200+55.34 A 222.605+12.39 A
Coccocypselum aureum
No Al 0.358+0.044 B 1.33+£0.083 A 1.69+0.100 A 3.88+.0.41 A 123.46+7.56 A 381.271+5.22 A
Plus Al 0.688+0.043 A 0.916+0.018 B 1.60£0.056 A 1.34+0.069 B 89.32+1.95 B 357.692+1.34 B
Symplocos nitens
No Al 2.86+0.24 A 2.25+0.011 A 5.12+0.29 A 0.82+.0.06 A 231.36+10.85 A 129.34+2.12 A
Plus Al 2.81+0.18 A 2.23+0.15 A 5.04+0.31 A 0.80+0.03 A 229.18+15.05 A 136.28+3.11 A

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste t Student (P<0.05). Comprimento da parte aérea (SL), Comprimento da raiz (RL), Comprimento médio total (TL),
Razdo entre raiz e parte aérea (R/S ratio), Indice de crescimento (GI) e Indice de vigor corrigido (CVI).
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Tabela 3 - Histolocalizacdo de Al com chrome azurol S em raizes de plantulas, com cotilédones e dois pares de folhas, oriundas de sementes
germinadas na auséncia e presenca (3 mM) de Al.

chrome azurol S

Familia Espécies Tratamento Floema Nicleo Parede celular Pelos
epiderme
Miconia semAl - - - 0
Melastomataceae albicans comAl + + - 0
Miconia semAl - + - 0
ibaguensis com Al + + + 0
Chiococca semAl - - - -
Rubiaceae alba com Al + + + +
Coccocypselum semAl - - - -
aureum com Al + + - -
Symplocaceae Symplocos semAl - + - 0
nitens com Al + + + 0

- negativo para Al; + positivo para Al; O: estrutura ausente.
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Tabela 4 - Abundancia relativa (%) de nutrientes, determinada por MEV/EDS, em folhas e raizes de plantulas, com cotilédones e dois pares de
folhas, oriundas de sementes germinadas na auséncia e presen¢a (3 mM) de Al.

ESPECIES

ORGAOS

TRATAMENTOS Al K Ca Mg P N Fe
Folha 3,90+0,89 Bb 36,00+3,38 Aa 12,90+1,06 Ca 7,90+£0,52 Ba 8,66+0,68 Ba 30,28+3,58 Aa 1,14+0,17 Ba
Miconia albicans O mMAl Raiz 8,16+1,19 ACa 29,90+1,82 Bea* 12,63+1,96 Ca 8,12+1,43 Aa 3,61+0,27 Bb 33,80+3,10 ABca 1,91+0,19 ABa
Folha 4,61+0,59 Cb 16,32+2,61 Bea*  24,34+2.27 Aba* 6,51+0,30 Ba 8,38+0,59 BCa 37,58+2,97 Aa 1,06+0,13 Bb
SmMAl Raiz 13,47+1,26 ABa* 16,82+2,48 Bca 17,62+3,29 ABa 7,25+2,25 Aa 6,02+1,78 Ba 32,84+4,06 Aa 2,31+0,70 Bca
Folha 3,12+0,25 Ba 31,62+3,09 Ab 19,63+2,88 BCa 7,23+0,33 Ba 6,09+0,35 BCa 32,1540,87 Aa 0,76+0,10 Ba
.Miconia_ O mMAl Raiz 5,43+0,51 BCa 48,23+2,16 Aa* 8,97+0,27 Cb 6,24+0,79Aa 2,02+0,12 Bb 27,66+1,82 BCa 1,43+0,14 ABa
Baguensis Folha 6,42+0,44 BCa 25,1543,16 Bca 27,04+1,53 ABa 6,32+0,50 Ba 4,74+0,30 CDa 28,89+3,16 Aa 1,29+0,16 ABa
SmMAT Raiz 10,21+1,37 Ba* 27,73+5,32 Aba 15,1243,74 ABb 4,75+0,59 Aa 2,98+0,32 Ba 34,96+2,19 Aa 1,97+0,43 Ca
Folha 6,59+0,56 Ba 11,52+2,52 Ba 33,78+2,36 Aa* 8,26+1,14 Ba 10,01+1,47 Ba 22,86+4,32 ABb 1,59+0,27 ABb
Chiococca alba O mMAl Raiz 10,43+0,23 ABa 6,08+1,62 Ca 24,47+2,42 ABb* 7,48+0,68 Aa 3,34+0,60 Bb 45,88+1,77 Aa 2,78+0,44 Aa
Folha 11,28+0,81 ABb* 19,2243,52 Bca 17,70£2,16 Ba 9,80+0,39 Ba 13,29+0,52 ABb 14,17£7,91 Bb 1,80+0,21 ABb
S AT Raiz 17,87+2,42 Aa* 17,68+2,41 Ba* 9,58+0,94 Bb 6,67+0,71 Ab 4,35+0,81 Ba 35,02+1,69 Aa* 4,73+0,75 Aa*
Folha 3,79+0,36 Ba 41,96£1,27 Aa 27,97£1,75 ABa 6,92+0,61 Ba 1,7840,14 Ca 15,86+2,15 Ba 0,76+0,04 Ba
Coccocypselum O mMAl Raiz 3,00+0,11 Ca 42,04+1,78 ABa 29,21+1,55 Aa 7,00+0,96 Aa 1,04+0,06 Ba 16,68+2,01 Ca 0,68+0,06 Ba
aurenn Folha 4,1620,20 Cb 49,2343,54 Aa 26,69+3,93 ABa 5,99+0,26 Ba 2,30£0,27 Da 8,44+1,51 Ba 1,21£0,10 ABb
S AT Raiz 15,82+3,86 ABa* 34,58+1,38 Ab 21,88+3,29 Aa 5,71+1,05 Aa 1,58+0,11 Ba 16,13+3,61 Ba 3,16+0,61 BCa*
Folha 16,94+0,89 Aa 9,28+3,87 Ba 31,9944,33 Aa 19,36+2,31 Aa 16,91+2,35 Aa 0,00£0,00 Cb 2,9740,18 Aa
Symplocos nitens O mMAl Raiz 13,39+2,98 Aa 13,09+6,54 Ca 14,39+3,67 BCb 10,48+0,96 Ab 14,06+3,55 Aa 24,49+5,75 BCa 2,63+0,48 Aa
Folha 15,7240,94 Aa 10,60+4,87 Ca 28,4343,44 Aa 16,79£1,57 Aa 16,14£1,26 Aa 5,5543,78 Bb 2,5240,46 Ab
3mMAl Raiz 18,04+1,60 Aa* 4,47£1,75 Ca 11,95+1,42 ABa 8,35+1,21 Ab 15,34+1,73 Aa 34,13+2,29 Aa* 3,69+0,31 ABa*

*Média + erro padrdo da média. Letras maitsculas comparam diferentes espécies dentro do mesmo 6rgdo e dose. Letras mindsculas comparam diferentes érgdos dentro da mesma espécie e dose.
Asterisco compara diferentes doses dentro da mesma espécie e 6rgdo. Tratamentos com letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). Al: Aluminio; K: Potdssio; Ca: Calcio; Mg:

Magnésio; P: Fésforo; N: Nitrogénio; Fe: Ferro.
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CONCLUSOES FINAIS

Com excecdo de S. brasiliensis, todas as demais espécies acumuladoras de Al, na parte
vegetativa, translocaram Al para os frutos enquanto as ndo acumuladoras do metal apresentaram
muito pouco Al neste 6rgdo. Os principais sitios de acimulo de Al no pericarpo na maioria das
espécies foram: floema (contetdo), nicleo, parede celular (epiderme e parénquima).

A presenca de Al atuou de maneira benéfica para a germinacido de Chiococca alba,
proporcionando o aumento na percentagem de germinagdo em menor tempo. A presenga ou
auséncia do metal ndo interferiu na germinacdo de sementes de trés das cinco espécies de
cerrado estudadas. O desenvolvimento das plantulas ocorreu sem anomalias morfoanatdmicas,
mas com redug@o nos parametros de crescimento da raiz em M. albicans e C. aureum.

Este trabalho permitiu ampliar o conhecimento sobre o actimulo de Al em frutos e sobre
o efeito do Al na germinacdo e no desenvolvimento inicial de espécies nativas do Cerrado,
eventos cruciais no ciclo de vida das plantas e muito pouco explorados na literatura. Mesmo
com os incrementos gerados por este trabalho, serdo necessérios investimentos para maior

compreensdo sobre a translocacdo de Al e seu papel no desenvolvimento de frutos e sementes.
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