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RESUMO

O primeiro sintoma de toxicidade ao aluminio (Al) € a inibicdo do crescimento radicular, que
pode reduzir o crescimento da parte aérea, a hidratacdo foliar e a performance fotossintética. A
maior parte do Al absorvido é retido no sistema radicular. Desta forma, nao se sabe se os efeitos
do Al na parte aérea sdo uma consequéncia da raiz atrofiada ou um efeito direto da pequena
porcdo de Al que chega no mesofilo. Por outro lado, algumas plantas crescem na presenca de
altas concentracGes de Al sem apresentar sintomas. Essas plantas tolerantes sdo divididas em
acumuladoras e ndo acumuladoras de Al, e aquelas armazenam mais de 1000 mg Al por kg de
folhas secas. Alguns mecanismos de tolerancia sdo bem descritos na literatura, mas ainda ndo
esta claro como essas plantas mantém a hidratacdo foliar quando expostas ao Al. Prolina, um
aminoacido osmoprotetor, reduz o potencial osmotico (‘W'=) e melhora a absor¢cdo de agua em
plantas expostas a seca. O acimulo de prolina ja foi evidenciado em plantas expostas ao Al,
mas somente em espécies sensiveis, e a hidratacdo foliar ndo foi avaliada. Curiosamente,
algumas espécies acumuladoras apresentam aumento do crescimento das raizes quando
expostas ao Al. Embora o Al altere a concentracdo de auxinas nas raizes de plantas sensiveis,
essa associacdo em plantas acumuladoras tem recebido pouca atengdo. Dentro desse contexto,
tivemos como objetivo testar as seguintes hipdteses: (H1) o Al reduz a performance
fotossintética quando aplicado diretamente nas folhas de plantas sensiveis, (H2) o acimulo de
prolina esta associado a manutencdo da hidratacdo foliar em plantas tolerantes e (H3) o acimulo
de auxina esta envolvido no aumento do crescimento de raizes induzido pelo Al em plantas
acumuladoras. Para testar H1, cultivamos Citrus x limonia (sensivel ao Al) em solucédo nutritiva
‘sem’ Al e expusemos a parte aérea a concentragdes crescentes de Al por injegdo no peciolo
(24 h) ou pulverizacéo (60 dias). A performance fotossintética diminuiu e o crescimento das
raizes ndo foi afetado em ambos o0s experimentos e o crescimento da parte aérea diminuiu no
experimento de longo prazo. Desta forma, confirmamos que o Al reduz a performance
fotossintética quando aplicado diretamente nas folhas. Para testar H2, cultivamos Pinus
sylvestris (tolerante ao Al) em solucdo nutritiva com concentracdes crescentes de Al por 45
dias. Como esperado, o Al ndo interferiu na performance fotossintética e no conteudo relativo
de 4gua (CRA), mas a concentragdo de prolina aumentou nas raizes e novos ramos, e o potencial
da agua diminuiu, entre 7 e 14 dias. Esses resultados indicam que o acimulo de prolina pode
estar envolvido no ajuste osmotico de P. sylvestris expostas ao Al. Para testar H3, cultivamos
Camellia sinensis (acumuladora de Al) em solugéo nutritiva contendo concentragcGes crescentes

de Al e medimos auxina (AlA), dados biométricos, area de superficie de raiz e CRA ao longo



de 90 dias. Evidenciamos que o acumulo de AIA nas raizes estd associado ao aumento do
crescimento radicular induzido pelo Al, levando & maior &rea de absorcgdo das raizes e melhor

hidratacdo das folhas.

Palavras-chave: AI**, absorcéo foliar de Al, auxina, prolina, transporte de Al.



ABSTRACT

The first symptom of aluminum (Al) toxicity is the root growth inhibition, and may reduce
shoot growth, leaf hydration and photosynthetic performance. Most of the absorbed Al is
retained in root system. Thus, it is unknown if Al effects in aboveground organs is a
consequence of the stunted root or a direct effect of the minor Al concentration reaching the
mesophyll. On the other hand, some plants grow in the presence of high Al concentrations
showing no symptoms. These tolerant plants are divided into Al-accumulating and non-
accumulating species, and the latter stores more than 1000 mg Al per kg of dry leaves. Some
mechanisms of tolerance are well described in the literature, but it is still not clear how these
plants maintain leaf hydration when exposed to Al. Proline, an osmoprotectant amino acid,
reduces osmotic potential (\W'r) and improves water uptake in plant exposed to drought. Proline
accumulation was already observed in plants exposed to Al, but only in Al-sensitive ones, and
leaf hydration was not measured. Interestingly, some Al-accumulators show increased root
growth when exposed to Al. Although Al alters root auxin concentration in sensitive plants, this
association in Al-accumulating plants has received less attention. Within this context, we aimed
to test the following hypotheses: (H1) Al reduces photosynthetic performance when applied
directly on leaves of Al-sensitive plants, (H2) proline accumulation is associated with the
maintenance of leaf hydration in Al-tolerant plants, and (H3) auxin accumulation is involved in
Al-induced increased root growth in Al-accumulating plants. To test H1, we grew Citrus x
limonia (Al-sensitive) in nutrient solution ‘without’ Al and exposed the shoots to increasing Al
concentrations through injection in the petiole (24 h) and spraying (60 days). Photosynthetic
performance decreased and root growth was not affected in both experiments, and shoot growth
decreased in the long-term experiment. Therefore, we confirmed that Al reduces photosynthetic
performance when applied directly on leaves. To test H2, we grew Pinus sylvestris (Al-tolerant)
in nutrient solution with increasing Al concentrations for 45 days. As expected, Al did not
interfere in photosynthetic performance and RWC, but proline concentration increased in roots
and new shoots, while water potential decreased between seven and 14 days. These results
indicate that proline accumulation may be involved in osmotic adjustment of P. sylvestris
exposed to Al. To test H3, we grew Camellia sinensis (Al-accumulator) in nutrient solution
with increasing Al concentrations and measured auxin (IAA), biometric data, root surface area,
and RWC throughout 90 days. We evidenced that IAA accumulation in roots is associated to
Al-induced root growth, which leads to increased root surface area and improved leaf hydration.

Key words: AI¥*, Al foliar absorption, Al transport, auxin, proline.
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INTRODUCAO

Solos &cidos (pH < 5,0) representam aproximadamente 40% dos solos livres de gelo do
globo (vonUexkill and Mutert 1995; Brunner and Sperisen 2013). Nesses solos, minerais
contendo Al (como Oxidos e aluminosilicatos) sdo solubilizados para a forma de céation
trivalente, AI**, que € toxica para a maioria das espécies (Kochian et al. 1995; Vitorello et al.
2005; Singh et al. 2017; Hajiboland et al. 2022). Desta forma, a toxicidade ao Al em solos
acidos € um dos principais fatores limitantes a produtividade vegetal (Kochian et al. 2004).

O primeiro e mais evidente sintoma de toxicidade do Al é a diminuicéo do crescimento
radicular (Horst et al. 2010; Sun et al. 2010; Silva et al. 2019), que pode ocorrer em questéo de
horas (Kopittke et al. 2008). H& evidéncias de que a primeira lesdo do Al em plantas é sua
ligacdo as matrizes pécticas da parede celular das células das raizes (Kopittke et al. 2015),
inibindo a divisdo e o alongamento celular nessa regido (Sivaguru & Horst 1998; Kochian et al.
2004; Doncheva et al. 2005). Outro fator que pode estar relacionado a esse sintoma é a maior
biossintese de etileno (Et) induzida por Al, atuando como um sinal para modificar a distribuicéo
simétrica de auxina em raizes (Sun et al., 2010). Além disso, essa diminui¢do do crescimento
radicular induzida pelo Al pode ser causada por concentracdes radiculares supra-Otimas de
auxina, como ocorre em apices radiculares de Arabidopsis (Yang et al. 2014) e em Citrus
limonia (Silva et al. 2019).

Além dos efeitos negativos no sistema radicular, o Al pode diminuir o crescimento da
parte aérea, reduzindo o potencial da d&gua (Ww) e o conteldo relativo de 4gua na folha (CRA)
(Foy et al. 1978; Delhaize and Ryan, 1995; Banhos et al. 2016; Silva et al. 2022). O Al reduz a
abertura estomatica, prejudicando as trocas gasosas, e diminui as rea¢fes fotoquimicas, como
observado em Citrus spp. (Pereira et al. 2000; Jiang et al. 2008, 2009; Yang et al. 2011; Banhos
etal., 2016; Silva et al. 2018; 2022), cafeeiro (Coffea arabica) (Konrad et al., 2005), plantas de
milho (Zea mays) (Lidon et al., 1999) e cevada (Secale cereale) (Silva et al., 2012). Em plantas
sensiveis, cerca de 90% do Al fica retido no sistema radicular (Kochian et al. 2004; Jiang et al.
2008; Banhos et al. 2016; Silva et al. 2018), e ainda nédo esta claro se os efeitos do Al na parte
aérea sdo consequéncia da inibicdo do crescimento radicular (diminuicdo da absorcao de agua
e nutrientes) ou da pequena concentracdo de Al que chega no mesofilo. A baixa hidratagédo
foliar evidenciada em plantas sensiveis ao Al levam a comparagéo dos efeitos de toxicidade do
Al com os efeitos da seca (Yang et al. 2013). Considerando que as plantas dependem da diviséo
e expansao celular para crescerem, e que a agua nas células (pressdo de turgor — Wp) é

essencial nesse processo (Schopfer 2006), é intuitivo associar a inibicdo do crescimento da parte
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aérea como uma consequéncia da inibicdo do crescimento radicular causada pelo Al, como
revisado por Ma et al. (2005), Vitorello et al. (2005), Panda et al. (2009), and Yang et al. (2013).
No entanto, até onde sabemos, os efeitos diretos do Al na parte aérea nunca foram testados.

Embora a fitotoxicidade do Al seja um fator limitante para a produtividade das culturas
em locais com solos &cidos, algumas espécies crescem nessas regides com saturacdo de Al
(m%) maior que 50% sem apresentar danos estruturais e fisioldgicos aos tecidos (Brunner and
Sperisen 2013). Espécies que toleram o Al abrangem as ndo acumuladoras e as acumuladoras
de Al. Sdo consideradas acumuladoras de Al quando armazenam mais de 1000 mg Al por kg
de folhas secas (Chenery, 1948; Jansen et al., 2002), incluindo espécies pertencentes a cerca de
45 familias (sendo Melastomataceae, Rubiaceae, Symplocaceae, Theaceae e Vochysiaceae
exemplos das mais estudadas) (Matsumoto et al. 1976; Haridasan et al. 1982; Jansen et al. 2002;
Brunner and Sperisen 2013; Souza et al. 2015; Malta et al. 2016). Essas espécies se utilizam de
mecanismos de tolerancia interna para armazenar Al nas folhas, transportando o Al na forma
de complexos com &cidos organicos e isolando-o em locais metabolicamente inativos (como 0s
vacuolos) (Morita et al. 2008; Brunner and Sperisen 2013). Por outro lado, as espécies nao-
acumuladoras, em geral, dettm do mecanismo de exclusdo, ou seja, exsudam substancias
organicas pelas raizes, formando compostos ndo toxicos na rizosfera (Ryan et al. 2011; Brunner
and Sperisen 2013). Nenhuma evidéncia de baixa hidratacdo foliar € conhecida nessas espécies
tolerantes quando expostas ao Al.

Os motivos pelos quais plantas tolerantes ao Al mantem a hidratacdo foliar ainda nédo
sdo elucidados. O aumento da concentracdo do aminoacido osmorregulador prolina (Ashraf and
Foolad, 2007; Ghosh et al. 2022) é evidenciado em plantas sob varios estresses osmoticos, como
seca e salinidade (Yoshiba et al. 1995; Parre et al. 2007; Sancho Knapik et al. 2017; Lopez-
Delacalle et al. 2021). No estresse hidrico, por exemplo, o aumento de prolina pode reduzir o
potencial osmotico (W), melhorando a absorcdo de agua (Verbruggen and Hermans 2008;
Vilagrosa et al. 2010; Sancho-Knapik et al. 2017; Ghosh et al. 2022). O acimulo de prolina ja
foi evidenciado em plantas sob efeito do Al, porém apenas em espécies sensiveis ao Al (Silva
and Matos 2016; Khan et al. 2000) e a hidratagéo foliar ndo foi avaliada. Desta forma, a relacéo
do acumulo de prolina e a hidratacao das folhas de plantas expostas ao Al merece investigacao,
principalmente em espécies tolerantes ao Al.

Dentre as plantas tolerantes ao Al, existem algumas espécies acumuladoras que se
beneficiam deste elemento (Haridasan et al. 1988; Souza et al. 2017; Schmitt et al. 2016).

Curiosamente, as acumuladoras de Al Vochysia tucanorum (Vochysiaceae) (Bressan et al.

13



2021) e Camellia sinensis (Theaceae) (Sun et al. 2020) parecem sucumbir na auséncia de Al,
indicando que sdo dependentes deste elemento para sobreviver. Por exemplo, o crescimento das
raizes de C. sinensis é totalmente inibido na auséncia de Al, e concentracdes moderadas (de 300
a 400 uM Al) induz o melhor desenvolvimento dessas plantas (Hajiboland et al. 2013; Sun et
al. 2020). De alguma forma, o Al parece manter a integridade do DNA das células das raizes
nesta espécie (Sun et al. 2020), mas o fator de crescimento no qual o Al esta envolvido em
plantas dependentes do Al permanece obscuro.

De forma geral, o crescimento de raizes € regulado por hormdnios como auxina e etileno
(Kang et al. 1971; Swarup et al. 2007). Embora se saiba que o Al altera a concentracdo de
auxina e etileno nas raizes de plantas sensiveis, levando a inibicdo do crescimento (Sun et al.
2010; Silva et al. 2019), essa associacdo em plantas acumuladoras de Al tem recebido pouca
atencdo. Um estudo de curto prazo mostrou que o crescimento de raizes induzido pelo Al
poderia estar associado ao acumulo de acido indol-acético (AlA) nos apices radiculares de
plantulas de C. sinensis (Gao et al. 2022). Além deste Unico estudo, que foi realizado por sete
dias e com plantulas de uma semana de idade, a associacdo do crescimento de raizes induzido
pelo Al com a concentracdo de AIA permanece ndo explorada em plantas acumuladoras
totalmente desenvolvidas, a longo prazo.

Diante do exposto, € possivel apontar as seguintes lacunas nessa area de investigacao:
(1) se os efeitos do Al em plantas sensiveis sdo apenas consequéncias da inibicdo do
crescimento radicular, (2) de qual maneira plantas tolerantes ao Al mantém a hidratacéo foliar
durante a exposicdo ao Al e (3) se o crescimento induzido pelo Al em plantas dependentes do
Al é intermediado por AIA a longo prazo. Dentro desse contexto, elegemos Citrus x limonia,
uma espécie sensivel, para testar se o Al causa efeitos diretos na performance fotossintética e
crescimento da parte aérea. Para isso, cultivamos essas plantas em solugdo nutritiva ‘sem’ Al e
injetamos solucdo contendo concentragdes crescentes de Al no peciolo das folhas, com a ajuda
de uma agulha de seringa. Em um segundo experimento, cultivamos essa espécie, também
‘sem’ Al na solucao nutritiva, e pulverizamos, diariamente ao longo de 60 dias, concentracdes
crescentes de Al na parte aérea. Em ambos 0s experimentos, foram avaliadas a performance
fotossintética, CRA, dados biométricos, biomassa e concentragdo de Al nos 6rgéos. Esse estudo
estd descrito no primeiro capitulo da presente Tese. No segundo capitulo, relatamos o estudo
realizado no periodo de doutorado sanduiche pela BEPE (FAPESP) no Swiss Federal Research
Institute WSL (Birmensdorf, Suiga) no qual cultivamos Pinus sylvestris, uma espécie tolerante

ao Al, e expusemos seu sistema radicular a solucdo nutritiva contendo concentragoes crescentes
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de Al para verificar se a manutencao da hidratacdo foliar e performance fotossintética esperada
para essa espécie estd associada a um aumento da concentracao de prolina nos tecidos, ao longo
de 45 dias. No terceiro e ultimo capitulo, é relatado o estudo no qual cultivamos Camellia
sinensis em solucdo nutritiva contendo concentracdes crescentes de Al e medimos a
concentracdo de AlA, dados biométricos, biomassa de drgdos, area de superficie de raiz e
contetdo relativo de &gua ao longo de 90 dias. Desta forma, respondemos se o acumulo de
auxina nas raizes, ao longo do tempo, esta associado ao aumento do crescimento radicular

induzido pelo Al esperado em C. sinensis.
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CONSIDERACOES FINAIS

Evidenciamos que o Al causa danos a performance fotossintética quando aplicado diretamente
nas folhas de plantas sensiveis, indicando que os efeitos de toxicidade ao Al nessas plantas
podem ocorrer mesmo quando as raizes ndo sao expostas a esse elemento. Essa concluséo se
opde a sugestdo, até entdo nunca testada, de que os efeitos da toxicidade ao Al observados na

parte aérea de plantas sensiveis sdo apenas consequéncia dos efeitos no sistema radicular.

Além disso, mostramos que o acumulo de prolina pode estar envolvido na manutencdo da
hidratacdo foliar de plantas tolerantes ao Al. O papel da prolina como osmoprotetor ja havia
sido sugerido para plantas sob estresse por seca e salinidade, mas nunca havia sido testado em

plantas tolerantes expostas ao Al.

Por fim, evidenciamos que o crescimento de raizes induzido pelo Al em plantas acumuladoras
é intermediado pelo acimulo de auxina ao longo de trés meses. Embora a associacao entre o
acumulo de auxina e o crescimento de raizes induzido pelo Al tenha sido proposta por um
estudo anterior, essa Unica investigacao foi feita com plantulas (2 cm de altura) ao longo de

apenas sete dias.

Como confirmado no presente estudo, o Al apresenta uma conjuntura de efeitos completamente
diferente em espécies sensiveis, tolerantes e acumuladoras. A presente Tese mostra avangos
cientificos nas trés frentes de investigacdo e, como ciéncia de base, poderd compor o
conhecimento necessario para avancos futuros no melhoramento genético por meio de
ferramentas biotecnoldgicas que visam implementar 0s mecanismos observados em plantas

tolerantes e acumuladoras de Al nas plantas sensiveis que sdo comercialmente importantes.
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