UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

ASPECTOS FISIOLOGICOS, METABOLICOS E ANATOMICOS ASSOCIADOS A
TOLERANCIA AO ALUMINIO EM SOLANUM LYCOCARPUM

David de Oliveira Medeiros
Magister Scientiae

VICOSA - MINAS GERAIS
2024



DAVID DE OLIVEIRA MEDEIROS

ASPECTOS FISIOLOGICOS, METABOLICOS E ANATOMICOS ASSOCIADOS A
TOLERANCIA AO ALUMINIO EM SOLANUM LYCOCARPUM

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacdo em Fisiologia Vegetal, para
obtencéo do titulo de Magister Scientiae.

Orientador: Wagner Luiz Araujo

Coorientador: Agustin Zsogon

VICOSA - MINAS GERAIS
2024



Ficha catalogréfica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade

Federal de Vigcosa - Campus Vicosa

M488a
2024

Medeiros, David de Oliveira, 1999-

Aspectos fisiol 6gicos, metabdlicos e anatémicos associados
atoleranciaao aluminio em Solanum lycocarpum/ David de
OliveiraMedeiros. — Vigosa, MG, 2024.

1 dissertacéo eletronica (45 f.): il. (algumas color.).

Orientador: Wagner Luiz Aratjjo.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federa de Vigosa,
Departamento de Biologia Vegetal, 2024.

Referéncias bibliograficas. f. 39-45.

DOI: https://doi.org/10.47328/ufvbbt.2024.783

Modo de acesso: World Wide Web.

1. Solanum lycocarpum - Fisiologia. 2. Solanum
lycocarpum - Efeito do aluminio. 3. Solos acidos. 4. Aluminio -
Testes de toxicidade. |. Aratjo, Wagner Luiz, 1980-.

I1. Universidade Federal de Vicosa. Departamento de Biologia
Vegetal. Programa de Pos-Graduagdo em Fisiologia Vegetal.
[1. Titulo.

CDD 22. ed. 583.952

Bibliotecério(a) responsavel: Bruna Silva CRB-6/2552




DAVID DE OLIVEIRA MEDEIROS

ASPECTOS FISIOLOGICOS, METABOLICOS E ANATOMICOS ASSOCIADOS A
TOLERANCIA AO ALUMINIO EM SOLANUM LYCOCARPUM

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das exigéncias
do Programa de Pés-Graduacéo em Fisiologia
Vegetal, para obtencdo do titulo de Magister
Scientiae.

APROVADA: 30 de agosto de 2024.

Assentimento:

David de Oliveira Medeiros
Autor

Wagner Luiz Araujo
Orientador

Essa dissertacdo foi assinada digitalmente pelo autor em 28/11/2024 as 15:22:52 e pelo orientador
em 28/11/2024 as 15:57:24. As assinaturas tém validade legal, conforme o disposto na Medida
Proviséria 2.200-2/2001 e na Resolugcdo n° 37/2012 do CONARQ. Para conferir a autenticidade,
acesse https://siadoc.ufv.br/validar-documento. No campo 'Coédigo de registro', informe o cédigo
56YS.3GL3.BBCI e cliqgue no botdo 'Validar documento'.



AGRADECIMENTOS

A minha familia, em especial aos meus pais, Rosivania e Laudier, e ao meu irmo
Danilo. Sou profundamente grato por todo amparo e incentivo que sempre recebi.
Obrigado também por me ensinarem principios que fundamentam minha persona até
os dias atuais e me fazem acreditar no meu potencial.

Ao meu orientador Prof. Wagner L. Aradjo, por todo o conhecimento e orientacfes
proporcionadas ao longo dessa trajetéria.

Ao meu coorientador Prof. Agustin Zsdgbn, pelos momentos em que gentilmente
pdde contribuir para a concretizacdo da pesquisa.

Ao meu companheiro Jean pelo apoio, encorajamento e risadas no dia a dia, foram
fundamentais ao longo dessa jornada.

A minha companheira felina Zoe, sua presenca ao meu lado durante esse trajeto foi
uma fonte inesgotavel de afeto.

Aos amigos da Unidade de Crescimento de Plantas (UCP) por todos os momentos
em que puderam disponibilizar seu tempo para contribuir com a realizagcdo da minha
pesquisa e com meu crescimento profissional, assim como proporcionar momentos
de descontracdo no dia a dia. Agradeco, especialmente, a Dra. Marcelle Ferreira
Silva, que desde sempre foi extremamente solicita em responder minhas duavidas,
seu auxilio foi fundamental no planejamento e execu¢do dessa pesquisa.

Aos meus amigos de longa data, que apesar de toda a distancia que ha entre nés,
nunca se tornaram ausentes em minha vida, me apoiando incondicionalmente e
acreditando em meus sonhos.

Aos professores do Departamento de Biologia Vegetal (DBV) que auxiliaram na
minha trajetéria académica e puderam contribuir para meu crescimento e
amadurecimento profissional.

A Universidade Federal de Vigcosa (UFV) e ao Programa de Pés-Graduagdo em
Fisiologia Vegetal pela oportunidade de desenvolver este trabalho.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cédigo de Financiamento 001.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) e a
Fundagcdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG) pelo
suporte financeiro.

Por fim, a todos que, diretamente ou indiretamente, contribuiram para realizacao
deste trabalho, meus sinceros agradecimentos.



RESUMO

MEDEIROS, David de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2024. Aspectos fisioldgicos, metabdlicos e anatdmicos associados a tolerancia
ao aluminio em Solanum lycocarpum. Orientador: Wagner Luiz Araujo.
Coorientador: Agustin  Zsogon.

O constante aumento da populacéo resulta em um crescimento na demanda mundial
de alimentos exigindo, portanto, maior produtividade agricola. Nao obstante, a
expansao na utilizacado de terras para cultivo agricola apresenta limitacdes em razéo
das propriedades do solo, principalmente em regides tropicais e subtropicais, onde
solos &cidos (pH<5,0) sdo predominantes, resultando na reducdo de areas
potencialmente araveis. O aluminio (Al), elemento metalico mais abundante na
crosta terrestre, € um dos principais problemas em solos &cidos ao adquirir
configuracdes toxicas para as plantas, em especial na forma de Al3+, resultando em
rizotoxicidade e afetando o crescimento e desenvolvimento. Neste estudo, buscou-
se elucidar os mecanismos envolvidos na tolerancia ao Al observados em Solanum
lycocarpum, espécie distribuida em regides de Cerrado e Mata Atlantica no Brasil e
encontrada em solos pobres, com elevada acidez e saturados por Al. Os resultados
obtidos demonstraram que a adicdo de Al no meio de crescimento ndo promoveu
inibicdo do crescimento, considerando a similaridade fenotipica entre os tratamentos.
Além disso, parametros biométricos, fotossintéticos e fotoquimicos ndo foram
também reduzidos apds a exposicdo ao Al, sugerindo a presenca de mecanismos de
tolerdncia em S. lycocarpum. Em relagcdo as caracteristicas anatémicas, nenhuma
alteracdo foi observada em folhas de plantas expostas ao Al, embora o &pice
radicular apresentou certo grau de desorganizacdo na regido da coifa. Mediante
avaliacdes histoquimicas foi possivel identificar que o acumulo de Al nas raizes
ocorreu parcialmente na regido do nucleo de células meristematicas. Foi verificado,
ainda, um acumulo de acUcares soluveis, bem como prolina, nas raizes de plantas
submetidas ao estresse por Al, evidenciando que o reajuste do metabolismo primério
€ um importante mecanismo para maior tolerancia ao Al. Foi verificada também uma
reducdo na concentracdo de malato e fumarato em folhas na presenca do Al, o que
sugere um aumento na complexacao do Al para compartimentalizacdo em estruturas
foliares como vacuolos e tricomas. Tomados em conjunto, os resultados aqui obtidos
fornecem indicios de que S. lycocarpum apresenta elevada tolerancia ao Al,
possivelmente devido a combinacdo de mecanismos de exclusdo e tolerancia
interna, sendo uma excelente espécie modelo para o processo de domesticacdo de



novo.

Palavras-chave: solos acidos; rizotoxicidade; domesticacao de novo



ABSTRACT

MEDEIROS, David de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August,
2024. Physiological, metabolic and anatomical aspects associated with
aluminum tolerance in Solanum lycocarpum. Adviser: Wagner Luiz Araujo. Co-
adviser: Agustin Zsogon.

The constant increase in population has led to a growing global demand for food,
requiring higher agricultural productivity. However, the expansion of land use for
agricultural cultivation is constrained by soil properties, specially in tropical and
subtropical regions where acidic soils (pH < 5.0) are predominant, therefore resulting
in a reduction of potentially arable areas around the world. Aluminum (Al) is the most
abundant metallic element in the Earth's crust and it is a major issue in acidic soils
where it can forms toxic compounds for plants, particularly as AlR?, which leads to
rhizotoxicity and affect growth and development. This study aimed to elucidate the
mechanisms underlying Al tolerance observed in Solanum lycocarpum, a species
distributed across the Cerrado and Atlantic Forest regions of Brazil and commonly
found in poor, highly acidic, and Al-saturated soils. The results indicated that the
addition of Al did not inhibit S. lycocarpum growth, as evidenced by the phenotypic
similarity between treated and control plants. Additionally, biometric, photosynthetic,
and photochemical parameters were not adversely affected by Al, suggesting the
presence of robust tolerance mechanisms in S. lycocarpum. Regarding anatomical
characteristics, no significant changes were observed in the leaves of plants exposed
to Al, although the root apex exhibited some degree of disorganization in the root cap
region. Interestingly, histochemical studies revealed that Al present in the roots
accumulated, at least partially, in the nuclei of meristematic cells. A greater
accumulation of soluble sugars and proline was also observed in the roots of plants
subjected to Al stress, suggesting that adjustment of primary metabolism is an
important mechanism for enhanced tolerance. In terms of organic acid levels, a
reduction in malate and fumarate concentrations was observed in the leaves in the
presence of Al, which may be attributed to increased Al complexation for
compartmentalization in structures such as vacuoles and trichomes. Collectively, our
findings suggest that S. lycocarpum exhibits significant Al tolerance, possibly due to a
combination of exclusion mechanisms and internal tolerance strategies, making it an
excellent model species for the de novo domestication.

Keywords: acidic soils; rhizotoxicity; de novo domestication
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1. INTRODUCAO

Nas tultimas décadas, incontestaveis esforcos tém sido aplicados para proporcionar
melhorias na produtividade e qualidade das colheitas, permitindo alcangar a seguranca
alimentar a nivel global. Estima-se que estresses abioticos sejam responsaveis por causar perdas
de até 70% no rendimento das culturas em escala mundial (Kumar, 2020), sendo o baixo pH do
solo (pH < 5,5) uma das principais limitagdes agricolas, capaz de reduzir em até 25% toda a
produtividade agricola mundial (Wood; Sebastian; Scherr, 2000).

Os solos acidos constituem, aproximadamente, 30% de toda a area do planeta e 50% das
terras potencialmente araveis (Sade et al., 2016). No Brasil, 58% de todo o territorio € ocupado
por solos acidos distribuidos majoritariamente entre latossolos e argissolos, ambos
apresentando baixa fertilidade natural, pH 4cido e alta satura¢do por aluminio (Al) (Santos et
al., 2011). Em regides tropicais e subtropicais, a ocorréncia de solos acidos ¢ um processo
natural (Gupta; Gaurav; Kumar, 2013); ja em zonas temperadas, ¢ resultado das chuvas acidas
em regides industriais (Vitorello; Capaldi; Stefanuto, 2005). Com efeito, o processo de
acidificac¢do ¢ intensificado pelo uso indiscriminado de fertilizantes nitrogenados, desequilibrio
do ciclo de nutrientes do solo, acimulo de matéria organica e utilizagdo de energia fossil que
resulta na liberacdo dioxido de azoto (NO2) e didxido de enxofre (SO») para a atmosfera,
aumentando a ocorréncia de chuvas acidas (Sade et al., 2016; Bojorquez-Quintal ef al., 2017).

Usualmente presente em solos &cidos, o Al € o elemento metéalico mais abundante na
crosta terrestre (Singh et al., 2017), ocorrendo naturalmente na forma de aluminossilicatos que
sdo estaveis e ndo interagem com processos bioldgicos e organismos vivos (Gupta; Gaurav;
Kumar, 2013). Em condi¢des de elevada acidez, o Al presente no solo torna-se soluvel nas
formas de hidréxido de aluminio [AI(OH)**] e na forma catidnica trivalente (A1*") (Delhaize;
Ryan, 1995). Em suas formas soltveis, especialmente AI**, o Al fica disponivel na solu¢do do
solo, apresentando elevada rizotoxicidade para as plantas sendo capaz de inibir, principalmente,
o crescimento e o funcionamento das raizes (Kochian et al., 2015).

O alvo primario do AI** nas raizes é a regifio do 4pice radicular, causando danos severos
ao meristema apical, restringindo a proliferacdo das células e, consequentemente, o
elongamento das raizes (Doncheva, 2005). Em condi¢des de elevada concentragio de Al**, o
principal sitio de acumulo € a parede celular, acumulando cerca de 90% em funcao de rapidas
e fortes ligacdes formadas entre o A1*" e a pectina presente na parede celular (Horst et al., 2010).
Cumpre mencionar também que AI*" pode interagir eletrostaticamente com regides

eletronegativas devido ao grupamento carboxilico presente na pectina ou via adsor¢do nos
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polimeros de hemicelulose; tal interagcdo promove mudangas nas propriedades mecanicas da
parede celular, aumentando o nivel de rigidez e inibindo o afrouxamento da parede celular na
zona de elongacao radicular (Kochian et al., 2015; Hajiboland ef al., 2023).

O AI** pode também interagir com as estruturas do niicleo celular, comprometendo sua
composicao e a estrutura da cromatina, afetando negativamente a replicagdo do DNA devido ao
aumento da rigidez da dupla hélice (Gupta; Gaurav; Kumar, 2013; Minocha et al., 1992).
Nessas condi¢des, os danos causados ao DNA desencadeiam a ativagao de mecanismos de
reparo mediados pelos fatores de transcricdo ATR (ATM AND RAD3-RELATED), ALT2
(ALUMINUM TOLERANCE 2) e SOG1 (SUPPRESSOR OF GAMMA RESPONSE 1), que
promovem interrup¢ao no ciclo celular, inibindo o crescimento das raizes (Zhang et at., 2018).
Danos em estruturas celulares também podem ocorrer em fung¢ao do estresse oxidativo
decorrente do aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) induzida pelo Al,
elevando a atividade de enzimas responsaveis pela peroxida¢do e comprometendo, em ultima
instancia, a integridade de componentes da célula (Yin et al., 2010).

Condigdes de estresse por Al** promovem também o desenvolvimento gradual de
alteragdes no status hidrico das plantas, levando a situagdes de déficit hidrico. Isso ocorre
devido a alteracdes na expressdo de genes da familia PIP, responsaveis pela formagdo das
aquaporinas, afetando a condutividade hidraulica das raizes (Cavalheiro et al., 2019). Uma
regulacdo positiva do gene que codifica a enzima NCED (9-CIS-EPOXYCAROTENOID
DIOXYGENASE), essencial para a biossintese de acido abscissico (ABA), também ¢
observada em condigdes de estresse por AI**, resultando no aumento de ABA em folhas e raizes
(Gavassi et al., 2021). O agravamento do déficit hidrico ocasiona uma reducao na aquisi¢ao dos
nutrientes, levando também a uma situagdo de deficiéncia nutricional (Tao et al., 2018).

Como organismos sésseis, as plantas sdo vulneraveis a multiplas condi¢des de estresse,
sendo incapazes de evadir de uma regido diante de adversidades, o que resultou, durante o
processo de evolugdo, no desenvolvimento de mecanismos de defesa que permitissem a
resisténcia e reproducdo mesmo em condigdes desfavoraveis (Rahman et al., 2024). Para

mitigar e tolerar os efeitos toxicos causados pelo Al**

, as plantas exibem mecanismos de
exclusdo e de tolerancia (Kochian et al., 2002). Os mecanismos de exclusao envolvem a
exsudagdo de acidos organicos (AO) como malato, citrato e oxalato que se ligam ao Al,
formando complexos ndo-toxicos na rizosfera (Nunes-Nesi ef al, 2014). Os principais
transportadores envolvidos na exsudagdo de AO em condic¢des de estresse por Al sdo os canais
ALMT (ALUMINIUM-ACTIVATED MALATE TRANSPORTER) e o carreador MATE

(MULTIDRUG AND TOXIC COMPOUND EXTRUSION) (Kochian et al., 2015). Para os
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mecanismos de tolerancia, ha o influxo de AI’"

das raizes para o citosol, via transportadores NRAT (NODULIN 26-LIKE INTRINSIC
PROTEIN-RELATED ALUMINUM TRANSPORTER) e NIPs (NODULIN 26-LIKE
INTRINSIC PROTEIN), onde o AI’** ¢ rapidamente quelado pela agdo de AO e, em algumas

, através da membrana plasmatica nas células

espécies, por compostos fendlicos; registre-se, ainda, que os complexos formados sao
prontamente sequestrados para a regido do vactolo através dos transportadores do tipo ALS1-
ABC ou VALTI (PLASMA MEMBRANE AND VACUOLAR ALUMINUM
TRANSPORTERS) (Kochian et al., 2015; Kochian et al., 2002; Gupta; Gaurav; Kumar, 2013).
Cumpre mencionar também que o aumento da tolerancia ao Al ndo ¢ alcangado com a utilizagao
de apenas um mecanismo atuando de forma isolada, mas principalmente devido a combinagao
de diferentes estratégias, assim como o aumento da atividade de enzimas contra peroxidacao,
conteudo de polifendis, sintese de 6xido nitrico (NO) e o acimulo do Al em estrutura foliares
para posterior excrecao (Ezaki et al., 2013).

Embora a toxicidade causada pelo Al seja relatada como uma das principais
problematicas para as plantas cultivadas em solos acido, esse ion pode também oferecer efeitos
benéficos para espécies nativas e adaptadas aos solos com baixo pH e alto teor de Al
(Bojorquez-Quintal et al, 2017). Espécies classificadas como hiperacumuladoras sao
insensiveis a altas concentracdes e longa exposicdo ao Al, ndo apresentando efeitos toxicos
decorrentes do contato com o Al, sendo divididas em dois tipos: (i) hiperacumuladoras
obrigatérias — crescem apenas em solos metaliferos, sendo incapazes de sobreviver sem
determinado metal e (i7) hiperacumuladoras facultativas — podem crescer e se desenvolver
adequadamente na presenca ou auséncia de metais no solo (Pollard; Reeves; Baker, 2014). Para
essas espécies, o Al ¢ um ion fundamental durante o crescimento e desenvolvimento e sua
presenca no solo € capaz de estimular o comprimento total das raizes e aumentar a biomassa
das raizes, folhas e caule (Ofoe et al., 2022; Bressan et al., 2021). Em Camellia sinensis (cha-
da-india), a auséncia do Al durante o seu crescimento resultou na inibi¢éo da formagao de novas
raizes, comprometimento da atividade do meristema apical radicular e da integridade do DNA
(Sun et al., 2020).

Espécies vegetais que ndo foram sujeitas ao processo de selecdo artificial, denominadas
selvagens, usualmente apresentam maior eficiéncia em lidar com estresse por Al e outros
estresses abidticos em comparagao com espécies domesticadas que, apesar de apresentarem
maior produtividade, sdo mais sensiveis as flutuagdes nas condi¢des ambientais (Zhang et al.,
2022). Com efeito, o processo de domesticac¢do resultou em um enfraquecimento da interagdo

entre os componentes circadianos, metabdlicos e do desenvolvimento, reduzindo, assim, a
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resiliéncia das culturas em fun¢do de aumentos na produtividade (Siqueira et al., 2023). Deste
modo, espécies ndo-domesticadas apresentam, usualmente, maior resiliéncia em multiplas
condigdes de estresse, fazendo com que sejam Otimas candidatas no processo de domesticagao
de novo. Esse processo busca aliar a tolerancia observada em plantas selvagens em condig¢des
de estresse com modificagcdes genéticas relacionadas aos principais genes de produtividade,
resultando em plantas que conciliam alta tolerancia com elevada produtividade (Gasparini et
al., 2021).

Caraterizada como um dos maiores grupos vegetais, a familia Solanaceae conta com
3000 espécies distribuidas em 80 géneros com ocorréncia em todo mundo; Solanum, o principal
género da familia, engloba ervas anuais, arbustos e arvores de florestas tropicais (Raj et al.,
2022). Apresentando uma ampla distribuicdo em regides tropicais, subtropicais e zonas
temperadas, a ocorréncia do género Solanum na regido da América do Sul integra cerca de 50%
de todas as espécies do mundo, com cerca de 1595 espécies nativas e 16 espécies introduzidas,
sendo sua maioria cultivada em solos com elevada acidez, o que culmina, em larga escala, em
redugdes da produtividade total (He; Li; He, 2019; Palchetti; Cantero; Barboza, 2020). Solanum
lycocarpum A. St. Hill, popularmente conhecida como Lobeira ou Fruta-do-Lobo, ¢ uma
espécie arbustiva a arborea, atingindo altura maxima de 5 metros, apresentando folhas coridceas
e cobertas por tricomas, flores hermafroditas com frutos bacoides do tipo solanidios, e ¢
distribuida amplamente no Brasil em areas de Cerrado e Mata Atlantica, ocorrendo em solos
pobres, extremamente acidos (pH < 5) e com altos teores de Al (Carvalho, 2010; Stehmann et
al., 2015).

Considerando o intensivo avango no processo de acidificacdo dos solos € o constante
aumento da demanda populacional, a exploragdo de novas formas que permitam o cultivo de
plantas, mesmo em solos pouco araveis, ¢ indispensavel. Registre-se, ainda, a necessidade em
melhor compreender os mecanismos que permitem o crescimento de determinadas espécies em
solos 4cidos e com alta saturagdao de Al. Tais informagdes podem culminar em novos insights
para o processo de domesticagdo de novo. Neste contexto, o presente trabalho buscou elucidar
0s possiveis mecanismos fisioldgicos, anatomicos e metabdlicos responsaveis por possibilitar
o crescimento e o desenvolvimento de S. lycocarpum em solos acidos e saturados por Al,
ampliando as bases de estudo sobre a interacdo desse metal com espécies selvagens, gerando

novas perspectivas sobre o cultivo de Solanaceas nao-domesticadas em solos acidos.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal e condi¢cdes experimentais

Sementes de Solanum lycocarpum, selecionadas quanto ao tamanho, forma e auséncia
de danos no tegumento, foram sujeitas a escarificagdo mecanica na regido do hilo com
utilizagdo de lixa P/00, uma vez que apresentam uma baixa taxa de germinagao na auséncia de
tratamentos pré-germinativos que auxiliem na ruptura do tegumento (Pinto et al., 2007). Em
seguida, as sementes foram desinfestadas em solugdo de hipoclorito de so6dio a 1% por 10
minutos e, prontamente, lavadas em agua deionizada.

Para conducao do experimento, foi utilizado sistema de cultura de areia em vasos com
volume de 2 L, sendo umedecido com solugdo nutritiva de Clark (full- strength) e pH ajustado
para 4,2 (Clark, 1975). Foram colocadas 4 sementes em cada vaso e, apds germinacio e
formagdo do segundo par de folhas, realizou-se o desbaste de trés plantas, deixando apenas uma
por vaso, onde cada vaso correspondeu a uma repeti¢do bioldgica. Para a execugdo do
experimento, os vasos com areia foram levados até sua capacidade de campo (umidade 100%).
A massa dos vasos foi monitorada diariamente, permitindo acompanhamento da taxa de
evaporacao e reposi¢cdo da solugcdo, mantendo a umidade da areia em ~80%. Apds o desbaste a
solucdo nutritiva passou a ser suplementada com 600 uM de Al (+Al) e 0 uM de Al (-Al) com
pH ajustado para 4,2. A aplicagdo de Al foi realizada por um total de 20 dias, sendo as plantas

cultivadas em casa de vegetacao.

2.2 Parametros biométricos

A altura da parte aérea e o comprimento do sistema radicular foram obtidos apds
finalizacao do periodo de estresse por Al. Para isso, o material vegetal foi digitalizado e avaliado
com a utilizag¢do do software ImagelJ® (Boito et al., 2013). Ap0s isso, as plantas foram limpas
com o uso de dgua deionizada e separadas em parte aérea (folhas e caule) e sistema radicular,
possibilitando obtencdo da massa fresca. Posteriormente, o material vegetal foi colocado em
sacos de papel e submetidos a secagem em estufa de circulacao de ar forcado a 70 °C até

obtencdo de massa constante para determinagdo de massa seca.

2.3 Analise morfolégica de raizes
Para avaliacdo da morfologia do sistema radicular, utilizou-se o software WinRhizo Pro
2013c (Regente Instruments Inc.), acoplado a um scanner profissional Epson (Expression

10000 XL, Epson America, Inc.), equipado com uma unidade de luz adicional (TPU). As raizes
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foram dispostas em cuba acrilica 30 x 40 cm para andlise para obtencdo das imagens. Os
seguintes parametros foram obtidos: comprimento total das raizes (cm); didmetro (mm); area

projetada (cm?); area de superficie (cm?) e volume (cm?) (Li et al., 2020).

2.4 Parametros de fluorescéncia e trocas gasosas

Os parametros de trocas gasosas foram determinados com a utiliza¢ao da quarta folha
completamente expandida apos a exposi¢ao ao estresse com Al. Para tanto, foi utilizado um
analisador de gas infravermelho portatil de fluxo aberto (Li 6400XT, Li-Cor, Inc., Lincoln, NE,
EUA) para determinagdo da assimilagdo liquida de CO> (4n), concentracdo intercelular de CO»
(C)), taxa transpiracional (E) e condutancia estomatica (gs). As medi¢des foram realizadas ap6s
um periodo de 1 hora com iluminag¢do nas folhas, utilizando 90% de luz vermelha e 10% de luz
azul e 425 ppm como concentracdo de CO;. Para determinacdo da respiracdo no escuro (Rc),
foi utilizado o mesmo equipamento citado anteriormente, alterando apenas o periodo de analise,
com leituras realizadas 2 horas apos exposi¢ao a ambiente escuro.

Para parametros de fluorescéncia, foram utilizadas medidas obtidas na presenca ¢ na
auséncia de luz, permitindo o calculo da taxa de transporte de elétrons (ETR), eficiéncia
fotoquimica maxima do PSII (FvFm), rendimento quantico do PSII (YII), coeficiente de
extingdo nao-fotoquimico (NPQ) e coeficiente de extingao fotoquimico (qL) (Baker, 2008;

Murchie; Lawson, 2013).

2.5 Anatomia e histolocaliza¢do do Al pelo método Chrome Azurol

Para identificagdo do padrao anatomico e de acimulo do Al, foram coletadas amostras
da regido mediana de folhas completamente expandidas e a regido do apice de raizes, o material
foi rapidamente fixado em FAAS50 (Johansen, 1940), desidratado em série etandlica e, por fim,
incluidas em metacrilato (Historesin, Leica Instruments, Heidelberg, Alemanha). Em seguida,
os blocos foram seccionados em micrétomo rotativo (modelo RM2265, Leica Microsystems
Inc., Deerfield, USA), resultando em secgdes com espessura de 4 a 8 pum. As secgdes destinadas
para caracteriza¢do anatdmica foram submetidas a coloragdo com Azul de Toluidina 1% durante
5 minutos (O’Brien et al., 1964). Para histolocalizagdo do Al, o material foi submetido a
coloragdo com reagente Chrome Azurol S 0.5% durante uma hora, sendo a cor azul considerada

como resultado positivo para presenga do Al nos tecidos (Andrade et al., 2011).
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2.6 Analises metabdlicas

Amostras de folhas e raizes foram coletadas ao final do periodo de exposi¢dao ao Al
(11h20), sendo imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C até as
analises subsequentes. O material foi liofilizado e submetido ao processo de maceragdo em
moinho de bolas. Para avaliagdo do perfil metabolico foi utilizado £ 10 mg de material
liofilizado, sendo submetido ao processo de extragdo com o uso de metanol 100% (P. A.). Os
pigmentos fotossintéticos (clorofila a, clorofila b e carotenoides) foram determinados conforme
descrito anteriormente por Welburn (1994), o teor de amido, glicose, frutose e sacarose foram
determinados de acordo com o método de Fernie et al, (2001), ao passo que os aminoacidos
livres foram quantificados conforme Yemm e Coking (1955) e as proteinas soluveis totais de
acordo com Bradford (1976). Para determina¢do do teor total dos acidos organicos malato e

fumarato, utilizou-se a metodologia descrita por Nunes-Nesi et al., (2007).

2.7 Analises estatisticas

O experimento foi conduzido através de um sistema de delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com 10 repeti¢cdes por tratamento. Os dados obtidos foram submetidos ao
teste de normalidade Shapiro-Wilk (P> 0,05) e ao teste de homogeneidade de Levene (P > 0,05).
Atendendo aos critérios de normalidade e homogeneidade, as médias foram comparadas pelo
Teste T de Student (P < 0,05). Quando necessario, utilizou-se a Analise de Variancia (ANOVA),
sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade. Todas as analises

foram realizadas com a utilizagdo do software estatistico R.
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3. RESULTADOS

3.1 Exposicao ao Al nao leva a alteracoes fenotipicas e na particio de biomassa em S.
lycocarpum

Concluido o periodo de 20 dias de estresse, observou-se que as plantas de S. lycocarpum
cultivadas com Al ndo apresentaram alteragdes fenotipicas em relagdo ao tratamento controle
(Fig. 1A-B). Foi possivel observar que ndo houve o comprometimento da integridade das raizes
de S. lycocarpum, sendo fenotipicamente semelhantes ao controle, ainda que com
desenvolvimento mais acentuado das raizes secundarias.

A adigdo de Al no meio nao resultou em alteragdes significativas tanto em altura de parte
aérea quanto no comprimento do sistema radicular (Fig. 2A-B). Nao houve alteragdes
significativas para a massa fresca e seca da parte aérea entre os tratamentos (Fig. 2C-E), sendo
observado padrdo semelhante em relagdo a biomassa do sistema radicular (Fig. 2D-F),
indicando que a presenga do Al ndo promoveu alteracdes significativas na parti¢ao de biomassa.
Embora alteragdes significativas na particdo de biomassa ndo tenham sido verificadas, ¢
possivel observar que as plantas do tratamento controle (-Al) apresentaram um maior
investimento em biomassa na parte aérea, ao passo que plantas expostas ao Al apresentam mais
redirecionamento de biomassa para suas raizes, o que pode explicar o crescimento diferencial

das raizes secundarias.
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Figura 2. Efeitos do Al em pardmetros biométricos em individuos de Solanum lycocarpum apos
exposi¢ao de 20 dias. (A) Altura de parte aérea; (B) Comprimento de raiz; (C) Massa fresca de parte
aérea; (D) Massa fresca de raiz; (E) Massa seca de parte aérea; (F) Massa seca de raiz. Os valores
representam médias + erro padrao (n=5). Asteriscos (*) indicam diferencga significativa do tratamento
(+Al) em relagdo ao controle (-Al) conforme determinado pelo Teste 7 (P < 0,05).
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3.2 Caracterizacio morfologica de raizes sob estresse por Al

Considerando que as raizes sdo os principais 6rgdos afetados pela toxicidade por Al,
analises morfologicas mais detalhadas foram realizadas para melhor visualizacao dos efeitos
desse metal no crescimento e desenvolvimento radicular. Embora o comprimento de raiz (Fig.
2B) nao leve em considerag@o a extensao total das raizes secundarias, foi observado um valor
médio maior para o controle (-Al). Todavia, a avaliacao de toda a extensao do sistema radicular,
incluindo suas raizes secundarias, demonstrou que, apesar de ndo haver diferenca significativa
entre os tratamentos, plantas que cresceram com Al apresentaram um maior comprimento total
de sistema radicular (Fig. 3A) devido ao aumento de raizes secundarias, o que também pode
ser observado ao término do periodo de estresse (Fig. 1C).

A adicdo de Al no meio ndo comprometeu a morfologia das raizes de S. /ycocarpum,
visto que ndo houve alteragdes significativas para as variaveis de comprimento total, area
projetada, area de superficie e volume (Fig. 3). Contudo, o didmetro das raizes desenvolvidas
na presenca do Al apresentou uma redugdo em comparagdo ao controle (Fig. 3B), o que pode

ser atribuido, parcialmente, ao aumento na quantidade e extensao das raizes secundarias.
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Figura 3. Efeitos do Al no crescimento ¢ desenvolvimento de raizes em individuos de Solanum
lycocarpum ap6s exposicao de 20 dias. (A) Comprimento total; (B) Diametro; (C) Area projetada; (D)
Area de superficie; (E) Volume. Os valores representam médias + erro padrdo (n=5). Asteriscos (*)

indicam diferenca significativa do tratamento (+Al) em relagcdo ao controle (-Al) conforme determinado
pelo Teste 7' (P < 0,05).
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3.3 Trocas gasosas e parametros fotoquimicos nao sio comprometidos em S. lycocarpum
mediante presenca do Al

Foram realizadas andlises de trocas gasosas e parametros fotoquimicos em dois
momentos distintos, sendo 10 e 18 dias apos tratamento (DAT), possibilitando observar como,
ao longo do tempo, o Al poderia influenciar o metabolismo fotossintético em plantas de S.
lycocarpum (Fig. 4). A taxa de assimilagdo liquida de CO: (4,), condutancia estomatica (gs) €
taxa transpiracional (£) ndo foram afetados pela presenca de Al (Fig. 4). Tal fato demonstra que
nao houve o comprometimento do desempenho fotossintético das folhas formadas e expandidas
durante o periodo de estresse por Al. Por outro lado, observa-se que a concentragao intercelular
de CO; (C;) foi menor em plantas tratadas com Al quando comparadas com o controle no 10
DAT (Fig. 4C), fato que ndo foi novamente observado na segunda andlise realizada com 18
DAT. Nesse sentido, essa alteracdo observada em primeiro momento pode ser justificada,
parcialmente, por uma menor gs ¢ maior 4, exibido por plantas +Al. Apesar de ndo haver
diferengas significativas na respiracao no escuro (Rescuro) €ntre as plantas tratadas com Al e o

controle, observa-se que, para ambos os DAT avaliados, ha uma maior Rescuro €m plantas com

Al (Fig. 4E).
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Figura 4. Efeitos do Al em parametros de trocas gasosas em individuos de Solanum lycocarpum avaliados
10 e 18 dias apods tratamento (DAT). (A) Fotossintese liquida (4n); (B) Condutancia estomatica (gs). (C)
Concentragao intercelular de carbono (C;). (D) Taxa transpiracional (E£). (E) Respiracao no escuro. Os valores
representam médias + erro padrao (n=10). Letras maisculas comparam o mesmo tratamento em diferentes
DAT, enquanto minusculas comparam diferentes tratamentos em um mesmo DAT. Letras diferentes indicam
diferenga significativa conforme Analise de Variancia de Duas Vias (P < 0,03).
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Para os parametros fotoquimicos avaliados em 10 e 18 DAT, ndo foram observadas
diferencas significativas para a taxa de transporte de elétrons (ETR) (Fig. 5A), eficiéncia
quantica maxima do PSII (FvFm) (Fig. 5B), coeficiente de extingao nao-fotoquimica (NPQ)
(Fig. 5C), rendimento quantico do PSII (YII) (Fig. 5D) e coeficiente de extingdo fotoquimica
(¢L) (Fig. 5SE) em plantas com Al em comparagdo com plantas controle (Fig. 5), o que evidencia
a auséncia da interferéncia do Al em dinamicas energéticas, fotoquimicas e ndo-fotoquimicas,

ligadas ao consumo e dissipagao de energia.
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Figura S. Efeitos do Al em parametros fotoquimicos em individuos de Solanum lycocarpum avaliados
10 e 18 dias apos tratamento (DAT). (A) Taxa de transporte de elétrons (ETR); (B) Eficiéncia
fotoquimica méaxima do PSII (F.F.). (C) Coeficiente de extingdo nado-fotoquimico (NPQ). (D)
Rendimento quantico do PSII (YII). (E) Coeficiente de extingdo fotoquimico (gL). Os valores
representam médias = erro padrao (n=10). Letras maisculas comparam o mesmo tratamento em
diferentes DAT, enquanto mindsculas comparam diferentes tratamentos em um mesmo DAT. Letras
diferentes indicam diferenca significativa conforme Analise de Variancia de Duas Vias (P < 0,03).
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3.4 Estresse por Al promove alteracoes metabolicas em folhas e raizes de S. lycocarpum
Com o intuito de elucidar a influéncia do Al no metabolismo de S. lycocarpum, analises

foram conduzidas utilizando folhas e raizes para determinacao do contetido de metabdlitos. Nao

se observaram diferencas significativas na concentracdo de clorofila a ¢ b, bem como de

carotenoides, em plantas tratadas com Al em relagdo ao controle (Fig. 6).
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Figura 6. Variagdo dos niveis de pigmentos fotossintéticos em folhas de Solanum lycocarpum
apos exposicao de 20 dias ao Al. (A) Clorofila a; (B) Clorofila b; (C) Carotenoides. Os valores
representam médias + erro padrdo (n=5). Asteriscos (*) indicam diferenca significativa do
tratamento (+Al) em relagdo ao controle (-Al) conforme determinado pelo Teste 7' (P < 0,05).

Foi observado um aumento significativo da quantidade de proteinas em folhas +Al
quando comparadas com o tratamento controle, ao passo em que nao foi registrado
comportamento semelhante para raizes, ndo apresentando nenhuma diferenca entre os
tratamentos (Fig. 7A). De modo similar, nenhuma alteracdo significativa foi constatada para os
niveis de aminoacidos presentes em folhas e raizes (Fig. 7B). Com efeito, prolina, importante
aminoacido com papel na osmoprotecdo, exibiu um aumento significativo tanto em folhas
quanto em raizes em plantas +Al quando comparadas com o controle (Fig. 7C), evidenciando

um possivel papel deste aminodcido em condicdes de estresse por Al em S. [ycocarpum.
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Figura 7. Altera¢des nos niveis de metabolitos, em folha e raiz, associados ao metabolismo do
nitrogénio em individuos de Solanum lycocarpum apds exposicdo de 20 dias ao Al. (A)
Proteinas; (B) Aminoacidos; (C) Prolina. Os valores representam médias + erro padrao (n=5).
Asteriscos (*) indicam diferenga significativa do tratamento (+Al) em relagdo ao controle (-Al)
conforme determinado pelo Teste 7' (P < 0,05).

Em plantas submetidas ao tratamento com Al, houve um aumento significativo na
concentracdo de glicose, tanto em folhas quanto em raizes, sendo esse acimulo mais evidente
nas folhas, com um aumento de ~250% em comparacdo com as folhas -Al (Fig. 8A). Para os
niveis de frutose, ndo foi observado nenhuma alteragdo significativa nas folhas, mas houve um
aumento da sua concentra¢ao nas raizes de plantas tratadas com Al (Fig. 8B). Ja para os niveis
de sacarose, verificou-se uma maior quantidade tanto em folhas quanto em raizes de plantas
tratadas com Al, sendo esse aumento mais evidente nas raizes (Fig. 8C). Diferenca significativa

foi observada para o acimulo de amido em folhas e raizes, sendo sua concentragdo maior em

Aminoacidos (pmol g~' MS)
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folhas de plantas +Al. Por outro lado, os niveis de amido nas raizes de plantas +Al foram

menores em comparagdo ao controle (Fig. 8D).
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Figura 8. Alteragdes nos niveis de metabolitos, em folha e raiz, associados ao metabolismo do
carbono em individuos de Solanum lycocarpum ap6s exposi¢ao de 20 dias ao Al. (A) Glicose;
(B) Frutose; (C) Sacarose; (D) Amido. Os valores representam médias + erro padrao (n=5).
Asteriscos (*) indicam diferenca significativa do tratamento (+Al) em relagdo ao controle (-Al)
conforme determinado pelo Teste 7' (P < 0,05).

Os niveis dos 4cidos organicos malato e fumarato apresentaram padrdo semelhante de
distribuicdo e concentracdo em folhas e raizes. Para ambos compostos, observou-se uma
redugdo significativa em sua quantidade em folhas de plantas +Al quando comparadas com o
controle, ao passo que nenhuma variacao significativa foi verificada em raizes, com valores

semelhantes entre os tratamentos (Fig. 9A-B).
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Figura 9. Alteragdes nos de niveis acidos organicos, em folha e raiz, de Solanum lycocarpum apoés
exposicao de 20 dias ao Al. (A) Malato; (B) Fumarato. Os valores representam médias + erro padrao
(n=5). Asteriscos (*) indicam diferenga significativa do tratamento (+Al) em relacdo ao controle (-
Al) conforme determinado pelo Teste 7' (P < 0,05).
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3.5 Analises anatomicas

Quando comparada a anatomia foliar de plantas +Al e -Al, ndo h4a nenhuma altera¢ao
na organizagdo estrutural das células. Tanto em presenca quanto na auséncia de Al, foram
observadas folhas com epiderme unisseriada, com células tabulares e dispostas de maneira
regular (Fig. 10). As folhas apresentam, também, estdmatos na face abaxial e adaxial,
caracterizando-se como anfiestomaticas (Fig. 10A-C). Ambas as faces contam com diferentes
tipos de tricomas, destacando-se, predominantemente, tricomas tectores (Fig. 10A), sendo a
densidade e a localizagdo dos tricomas bastante varidvel de uma folha para a outra, ainda que
em uma mesma planta. O mesofilo € do tipo dorsiventral, sendo o parénquima palicadico
formado por uma camada de células mais estreitas e alongadas, ao passo que o parénquima
lacunoso ¢ composto por camadas de células poliédricas compactadas (Fig. 10A-C). Nenhuma
alteracdo foi observada entre folhas dos tratamentos (+Al e -Al), sugerindo pouca ou nenhuma
interferéncia do Al na organizagao celular das folhas de S. lycocarpum.

Em relagdo ao desenvolvimento das raizes, padrao semelhante foi observado na
epiderme das plantas -Al e +Al, possuindo uma camada células de formato isodiamétrico (Fig.
10B-D). Logo abaixo, ¢ possivel observar as c€lulas parenquimaticas que formam o cortex,
composto por diversas camadas com células de formatos variados, sendo majoritariamente
grandes e levemente arredondas. Na extremidade da raiz € possivel observar o meristema apical
e a coifa, sendo notavel que houve um processo de descamagdo e desorganizagdo celular no
apice de plantas +Al, padrao comum em raizes expostas ao estresse por Al (Fig. 10D). Quando
avaliado o 4pice radicular de plantas -Al (Fig. 10B), nota-se que ndo houve o mesmo
comprometimento organizacional das células observado em raizes +Al, confirmando a

influéncia do Al durante o crescimento das raizes em presenca do Al.
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Figura 10. Estrutura foliar e radicular de Solanum lycocarpum. Cortes transversais em folhas
e longitudinais em raizes — microscopia de luz com azul de toluidina. (A) Regido mediana de
folha (-Al). Epiderme unisseriada e mesofilo dorsiventral. (B) Raiz do controle (-Al). Seccao
longitudinal do apice radicular. (C) Regido mediana de folha (+Al). Epiderme unisseriada e
mesofilo dorsiventral. (D) Raiz exposta ao al (+Al). Sec¢do longitudinal do apice radicular com
foco na coifa. pp = parénquima pali¢adico; pl = parénquima lacunoso; ep = epiderme; ce =
camara estomatica.
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3.6 Histolocalizacio do Al

A utilizagdo de Chrome Azurol S possibilitou a identificacdo de sitios de acimulo de Al
nas raizes de plantas +Al, sendo a formag¢do da cor azul indicativo positivo para reacao (Fig.
11). Cabe mencionar que maior acimulo de Al foi observado em células meristematicas das
raizes (Fig. 11B) e que os dados sugerem a presen¢a do Al na regido do nticleo ou nucléolo das
células. No entanto, a realiza¢do de técnicas mais especificas de identificagdo € necessaria para
confirmacao mais precisa da localizagao do Al. Quando comparamos com raizes de plantas -Al
(Fig. 11A), ¢ possivel observar que ndo houve nenhuma reagao positiva apos adi¢ao do Chrome
Azurol S. Neste contexto, € plausivel sugerir que o Al aplicado ao longo do periodo de estresse
foi absorvido pelas raizes, o que resultou, em partes, em um acimulo deste metal na regido do

nucleo e, possivelmente, em outras regides intracelulares das raizes.

-Al (Controle)

(A)

+Al (600 pM)

5um

Figura 11. Teste histoquimico com Chrome Azurol S para localizagdo do Al no &pice radicular
de Solanum lycocarpum. A cor azul indica resultado positivo para presenga do Al. (A) Secgao
longitudinal do apice radicular de plantas controle (-Al). (B) Seccdo longitudinal do apice
radicular de plantas expostas ao Al (+Al).
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4. DISCUSSAO

O principal sintoma da toxicidade por Al em plantas ¢ a rdpida inibi¢do do crescimento
radicular (Zhang et al., 2019), o que ocorre devido a alta afinidade do Al com os grupamentos
carboxilicos presentes na pectina da parede celular, resultando em alteragdes mecanicas que
comprometem sua estrutura e fungdo, causando uma menor extensibilidade (Hajiboland et al.,
2022; Singh et al., 2017), culminando em raizes menores por reducao da capacidade de
alongamento. No entanto, os resultados obtidos no presente estudo evidenciaram que o Al nao
influenciou negativamente no crescimento e morfologia das raizes de S. lycocarpum (Fig. 3).
Cumpre mencionar também que, a auséncia do Al, ndo foi também um fator decisivo para o
desenvolvimento do sistema radicular, diferentemente de espécies como Camellia sinensis e
Qualea grandiflora que, na auséncia do Al, apresentam raizes pouco desenvolvidas e necroticas
(Sun et al, 2020; Silva et al., 2023). Assim, ¢ possivel assumir que S. [ycocarpum apresenta
alta tolerancia ao Al, em virtude de a presenga deste metal ndo causar redugdes ou o
comprometimento no crescimento e desenvolvimento, especialmente do sistema radicular, ao
passo que espécies sensiveis exibem redugdes consideraveis frente a exposigao ao Al.

Apesar de nao ter inibido o crescimento das raizes, a adigao do Al no meio resultou em
uma alteracdo na estrutura do apice radicular (Figura 10-D). Essa modificacdo ocorre devido a
interacdao do Al com a parede celular resultar em uma expansao desigual das células, causando
um estresse mecanico e modificando toda a organizacao e estrutura dos tecidos radiculares
(Ciamporova, 2002). Padrio semelhante também é observado em plantas de milho (Souza et
al., 2016) e soja (Silva et al., 2020) que, apds exposi¢ao ao Al, apresentam alteragdes estruturais
no apice radicular. E importante ressaltar que o desenvolvimento de raizes saudaveis, mesmo
na presenca do Al, pode ser considerado um indicativo para presenga de mecanismos de
exclusdo ou detoxificacdo, resultando em aumento da tolerancia (Kochian et al., 2015; Zhang
et al, 2019; Singh et al., 2017).

Também ndo foram registradas redugdes na biomassa de parte aérea ou sistema
radicular, efeitos comuns em espécies sensiveis ao Al devido o comprometimento da capacidade
fotossintética, causando uma menor assimilagao de CO (Ofoe et al., 2023). De modo similar,
ndo houveram impactos nos parametros de trocas gasosas e fotoquimicos entre plantas +Al e -
Al. Resultados semelhantes foram obtidos por Carcamo et al. (2019), ao observarem que a
adicdo de 200 uM de AI** ndo promoveu alteracdes nas trocas gasosas de diferentes cultivares
de Vaccinium corymbosum L. Com efeito, para espécies como Citrus limonia, o estresse por Al

resulta em um aumento da expressdao da enzima NCED, elevando os niveis de ABA em folhas
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e raizes, levando a reducdes em gs e An que, em ultima instancia, levam ao comprometimento
do status hidrico da planta devido a menor taxa transpiracional (Gavassi et al., 2021).

Em Qualea grandiflora, planta que semelhantemente a S. lycocarpum, € tipica do
Cerrado brasileiro, a auséncia do Al durante seu desenvolvimento resulta em menor eficiéncia
de carboxilagdio da RuBisCo (RIBULOSE-1,5-BISFOSFATO CARBOXILASE
OXIGENASSE), evidenciando o carater benéfico deste elemento para a espécie (Silva et al.,
2023). Apesar do Al ndo resultar em redugdo da taxa fotossintética (4n) no presente estudo,
verificou-se também que sua presenca nao promoveu um aumento na taxa fotossintética das
plantas. Neste sentido, a nao-interferéncia do Al em aspectos de crescimento e
desenvolvimento, bem como no desempenho fotossintético das plantas, pode ser um indicativo
de resisténcia, dado que a utilizagdo de mecanismos de exclusao ou tolerancia permitem o
isolamento de possiveis efeitos toxicos provenientes do Al que venham a comprometer a
homeostase (Singh et al., 2017; Kochian et al., 2015; Horst et al., 2010).

Embora os resultados evidenciem que ndo houve diferenca no crescimento e
desenvolvimento, assim como nas trocas gasosas, entre plantas +Al e -Al, mudancas
substanciais foram observadas no metabolismo de folhas e raizes durante o periodo de estresse.
A reprogramacdo do metabolismo ¢ um mecanismo ja reconhecido de resposta ao estresse por
Al em diferentes espécies de plantas e microrganismos (Nunes-nesi ef al., 2014; Auger et al.,
2013; Singh et al., 2009). O aumento dos niveis de proteinas e prolina em folhas +Al pode ser
um indicativo de possivel translocacdo do Al das raizes para a parte aérea, um mecanismo de
tolerancia anteriormente observado em plantas tipicas do Cerrado (Bressan et al., 2016; Malta
et al., 2016). Em Solanum I[ycopersicum var. esculentum o uso de proteinas de baixo peso
molecular para complexacdo do Al ¢ um dos principais mecanismos internos de defesa
(Nogueirol et al., 2015). Durante o estresse por metais pesados, assim como outros fatores
abidticos, o acumulo de prolina em folhas e raizes ¢ esperado em virtude da sua fungdo
osmoprotetora que garante estabilidade para o funcionamento do maquindrio proteico
(Sharmila; Pardha Saradhi, 2002). Assim, ao passo em que o Al ¢ realocado para as folhas,
mecanismos de detoxificagdo sdo ativados para promover sua quelacdo ou complexagdo
(Nunes-nesi et al., 2014).

Os niveis de agucares soluveis também foram maiores em raizes e folhas de plantas +Al
(Fig. 8A-B-C). Tal acimulo parece ser resultado da tentativa de reducao do potencial osmodtico
das raizes, permitindo continuidade na absor¢do de agua mesmo em condi¢des estressantes
causadas pela liga¢dao do Al na parede celular (Giannakoula et al., 2010). Além disso, o0 aumento

no fluxo de agucares para as raizes parece reduzir os sintomas de toxicidade do Al, uma vez que
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auxiliam no alongamento celular e na sintese de ATP, permitindo a manuten¢ao do crescimento
(Moriyama et al., 2016; Pereira-Lima ef al., 2023). Além do aumento de agucares soliveis nas
folhas, foi também observado uma maior concentracdo de amido em plantas +Al (Fig. 8D).
Cabe mencionar que esse acumulo de carboidratos em folhas ¢ observado tanto em genotipos
sensiveis (Giannakoula et al., 2010; Silva et al., 2012) quanto tolerantes ao Al (Pinto et al.,
2021; Siqueira et al., 2020). Essa resposta esta associada, aparentemente, a uma tentativa de
regular o potencial osmotico e aumentar a sinalizagao celular durante o estresse por Al, ativando
vias relacionadas ao aumento da expressao de genes de tolerancia (Kocjan, Kwasniewska,
Szurman-Zubrzycka, 2024; Moreno-Avarado et al., 2017). Trabalhos futuros devem verificar o
padrdo de expressdo de genes reconhecidamente envolvidos na tolerancia ao Al em S.
lycocarpum.

Os AOs apresentam-se como um dos principais metabdlicos responsaveis pelo aumento
da tolerancia ao Al em plantas, ao formarem complexos ndo-tdxicos com o Al (Kochian et al.,
2015; Ofoe et al., 2023). O contetido de AOs foi consideravelmente reduzido em folhas de
plantas +Al (Fig. 9), enquanto em raizes nenhuma alteragdo foi observada. Em plantas
tolerantes, a quelagdo do Al por AOs nas folhas ¢ um dos principais mecanismos internos de
detoxifica¢do, o que resulta na reducdo da concentracio de AI*" livre nas células (Siecinska,
Nosalewicz, 2017). Além disso, esse mecanismo permite a formag¢dao de complexos Al-AOs,
possibilitando o transporte e a compartimentalizagao desses quelados insoluveis em vacuolos e
outras estruturas (Xu et al., 2017; Castro et al., 2022). Quando presente na célula de forma livre,
o Al aumenta a produg¢do de EROs, resultando na peroxidacdo de componentes celulares e
ativacao de vias de sinalizagdo de morte celular programada (Huang et al., 2014; Yamamoto,
2019). Assim, € razoavel assumir que a redugdo dos niveis de AOs nas folhas de S. [ycocarpum
possa ser indicativo de um mecanismo interno de detoxificacdo, onde a formagao de complexos
Al-AOs diminui o AI** livre na célula, prevenindo efeitos toxicos, tal como danos oxidativos.
A baixa variacdo no conteudo de AOs nas raizes também foi observada em milho (Zea mays L.)
em condi¢des de estresse por Al (Chaffai ef al., 2009), o que foi atribuido a atuacdo ou
preferéncia por outros mecanismos de tolerincia, especialmente a translocag¢do para a parte
aérea para que o Al seja quelado ou compartimentalizado (Ezaki et al., 2013).

Os dados de histolocalizagao com Chrome Azurol S indicaram acumulo de Al no interior
das células meristematicas da raiz (Fig. 11-B). A presenga do Al na regido do nucleo também ¢
relatada para espécies como Arabidopsis thaliana (Sjogren et al., 2015), Camellia sinensis (Sun
et al.,, 2020) e Allium cepa (Qin et al, 2010). Entretanto, ndo hé evidéncias conclusivas no

presente estudo que possam indicar o substrato ao qual o Al se liga na regido do nucleo. De
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acordo com Sjogren et al. (2015), em Arabidopsis o Al liga-se fortemente em regides
fosfodiéster do DNA, causando altera¢des na expressao dos genes ALTT2 e SOG1, resultando
na interrupcdo do crescimento das raizes. Considerando que plantas +Al ndo exibiram
interrupcao no crescimento radicular, ¢ plausivel sugerir que o substrato para o Al seja outro
que ndo o DNA. Assim, mais estudos s3o ainda necessarios para melhor compreensio acerca
da distribuicdo interna do Al, especialmente no nucleo das células meristematicas, em S.
lycocarpum.

O Al intracelular pode ser encontrado em diferentes regidoes além do nucleo, sendo o
vacuolo um dos principais locais devido aos eventos de complexacdo e sequestro do Al como
forma de promover detoxificacdo e inibir a toxicidade desse metal (Chauhan et al., 2021;
Bojorquez-Quintal ef al., 2017). Essa forma de tolerancia interna ¢ bem descrita em arroz e
trigo (Yokosho et al., 2016; Wang et al., 2022) que acumulam Al quase que exclusivamente no
vacuolo. O sequestro do Al no vacuolo ¢ essencial para prevengdo do acumulo na regido do
citosol, o que resultaria em uma condicao de toxicidade para a célula (Huang et al., 2012).
Nesse sentido, pode-se inferir que um dos principais mecanismos de detoxificagdo nas raizes
de S. lycocarpum possa ser a compartimentalizagdo do Al no vacuolo, evitando interacdo desse
metal com componentes estruturais e funcionais da célula.

Um dos principais mecanismos de tolerdncia se d& pela exsudacdo de AOs para
complexacdo do Al presente na rizosfera (Kochian ez al., 2015; Singh et al., 2017). Os principais
AOs exsudados em resposta ao Al sdo o malato e o citrato (Rahman et al., 2024; Pifieros et al.,
2002; Nunes-Nesi et al., 2014), mas também ha relatos para exsudacao de oxalato em tomateiro
(S. lycopersicum) e fumarato em melaleuca (Melaleuca cajuputi) (JianLi et al., 2011; Noguchi
et al., 2015). Além de bem caracterizado em plantas sensiveis e tolerantes, o aumento da
exsudacdo de AOs em resposta ao Al ¢ uma resposta tipica em diversos membros da familia
Solanaceae (He ef al., 2019) sendo, possivelmente, um dos principais mecanismos também
presentes em S. [ycocarpum. De acordo com Ezaki ef al. (2013), a tolerancia ao Al presente em
Andropogon virginicus, uma espécie selvagem de Poaceae, ¢ adquirida mediante diferentes
mecanismos de exclusdo e de tolerancia. Neste contexto, considerando a forte interagao entre
componentes metabolicos, circadianos e do desenvolvimento presente em espécies selvagens
(Siqueira et al.,, 2023), ¢ possivel sugerir que a elevada tolerancia ao Al observada em S.
lycocarpum nao ocorra exclusivamente pela reprogramacao no metabolismo mas, assim como
em A. virginicus, da-se pela atuagdo paralela de mecanismos de exclusdo e tolerancia interna,

resultando no aumento da tolerancia.
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Dessa forma, a presenca de mecanismos de exclusdo e tolerancia ja relatados em outras
espécies, assim como os ajustes metabdlicos observados em S. lycocarpum em resposta ao
estresse por Al, sao formas distintas, mas nao excludentes, de mitigar os efeitos toxicos do Al.
Todavia, pesquisas futuras sdo ainda necessarias para melhorar a compreensdao desses

mecanismos, particularmente para elucidar o papel dos AOs durante o estresse por Al.
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5. CONCLUSOES

Os resultados aqui obtidos demonstram que a presenga do Al ndo resulta em prejuizos
durante o crescimento e desenvolvimento de S. lycocarpum, evidenciando a sua tolerancia ao
Al. A manutengdo da capacidade fotossintética, bem como de parametros biométricos em
presenca de Al, sugere que as mudancas metabdlicas observadas para os niveis de proteinas,
carboidratos e acidos organicos sdo essenciais para uma reprogramag¢ao metabdlica permitindo,
ainda que em condigdes de estresse, o adequado funcionamento da maquinaria celular e o
crescimento das folhas e raizes. Assim como previamente observado em outras plantas
tolerantes ao Al, é possivel sugerir que ndo apenas mudangas no metabolismo mas que outros
mecanismos de exclusdo e de tolerancia interna atuem simultaneamente para inibir os efeitos
toxicos do Al em S. lycocarpum. Nao obstante, ainda ¢ necessaria uma melhor compreensao
acerca desses mecanismos, assim como da distribuicdo do Al intracelular nas raizes, questao
essa a ser investigada em pesquisas futuras.

Por ser uma espécie selvagem, a elevada tolerancia ao Al observada em S. lycocarpum
pode ser atribuida a sincronia entre os seus componentes circadianos, metabolicos e de
desenvolvimento, resultando em uma espécie com excelente capacidade para lidar com
situacdes adversas de estresse. Isso posto, S. [ycocarpum apresenta-se como uma 6tima espécie
para o processo de domesticagdo de novo, além de também apresentar relevancia como banco
de informagdes genéticas na compreensdo da tolerancia ao Al. Todavia, pesquisas adicionais
sdo ainda necessarias, especialmente de base molecular, para buscar a elucidacdo dos
mecanismos de tolerancia ao Al presente em S. lycocarpum, permitindo estabelecer uma diregao

mais precisa durante o processo melhoramento e, possivelmente, domesticacao.
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