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Resumo

O Al é o metal mais abundante na crosta terrestre e, quando presente em solos acidos (pH
< 5,0), torna-se sollvel e toxico para a maioria das espécies de plantas. Por outro lado,
existem plantas que conseguem prosperar em solos com alta disponibilidade de Al e s&o
chamadas de acumuladoras. Essas plantas acumulam grandes quantidades de Al em seus
tecidos sem apresentar sinais de toxicidade. No capitulo 1 utilizamos as espécies Qualea
grandiflora e Vochysia tucanorum (Vochysiaceae), plantas acumuladoras de Al nativas
do Cerrado, para testarmos diferentes hipoteses. Neste estudo, testamos a germinacéo de
sementes em meio de cultura com concentracdes crescentes de Al e sob a influéncia do
etileno (Et). As sementes foram cultivadas in vitro em meio MS (Murashige e Skoog
1962) a ¥4 de forca contendo 0, 90, 180, 270 e 320 uM de Al. As sementes foram tratadas
com agua e Et para o cultivo. Aqui evidenciamos que o Al impacta significativamente a
germinacdo e o crescimento de Q. grandiflora e V. tucanorum e que o Et induziu a
germinacdo em sementes de V. tucanorum sem Al, sugerindo um efeito substitutivo. O
capitulo 2 fornece insights valiosos sobre o papel do Al na organogénese e na producéo
de compostos fendlicos nessas espécies. O impacto do aluminio (Al) na organogénese e
na producgdo de compostos fendlicos dessas espécies foi observado em Al a 320 uM e
auséncia de BAP (6-Benzilaminopurina), resultou na regeneracao de raizes adventicias
em ambas. No entanto, a adicdo de BAP sem Al ndo gerou respostas de regeneracdo. A
regeneracgdo e o desenvolvimento de brotos foram observados quando 0,44 e 0,88 uM de
BAP foram adicionados ao meio de cultura com 320 uM de Al. Além disso, ambas as
espécies exibiram um notavel conteddo fendlico, que foi ainda mais aprimorado pela
adicdo de Al e/ou BAP. A capacidade antioxidante dos extratos também aumentou

significativamente com a adicdo de Al e/ou BAP. Essas abordagens podem fornecer



perspectivas valiosas para estratégias de conservacdo e propagacao dessas espécies do

Cerrado.

Palavras-chave: Plantas acumuladoras, germinacdo de sementes, organogénese,

espécies do Cerrado, micropropagagao.



Abstract

Aluminum (Al) is the most abundant metal in the Earth's crust and, when present in acidic
soils (pH < 5.0), becomes soluble and toxic to most plant species. Conversely, some plants
thrive in soils with high Al availability and are termed accumulators. These plants
accumulate large amounts of Al in their tissues without showing signs of toxicity. In
Chapter 1, we employed the species Qualea grandiflora and Vochysia tucanorum
(Vochysiaceae), Al-accumulating plants native to the Cerrado, to test different
hypotheses. In this study, we examined seed germination in culture medium with
increasing Al concentrations and under the influence of ethylene (Et). Seeds were cultured
in vitro on 1/4-strength MS medium (Murashige and Skoog 1962) containing 0, 90, 180,
270, and 320 uM of Al. Seeds were treated with water and Et for cultivation. We
highlighted that Al significantly impacts the germination and growth of Q. grandiflora
and V. tucanorum, and Et induced germination in V. tucanorum seeds without Al,
suggesting a substitutive effect. Chapter 2 provides valuable insights into the role of Al
in organogenesis and phenolic compound production in these species. The impact of
aluminum (Al) on organogenesis and phenolic compound production was observed at 320
uM Al and the absence of 6-Benzylaminopurine (BAP), resulting in the regeneration of
adventitious roots in both species. However, the addition of BAP without Al did not
generate regeneration responses. Regeneration and shoot development were observed
when 0.44 and 0.88 uM BAP were added to the culture medium with 320 uM Al
Additionally, both species exhibited a notable phenolic content, further enhanced by the
addition of Al and/or BAP. The antioxidant capacity of the extracts also significantly
increased with the addition of Al and/or BAP. These approaches can provide valuable

insights for conservation and propagation strategies for these Cerrado species.



Key words: Al-accumulating plants, seed germination, organogenesis, Cerrado species,

micropropagation
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Introducéo geral

A vegetacdo do Cerrado, amplamente conhecida como ‘savana brasileira’,
apresenta entre 1000 e 2000 espécies por ha e se caracteriza por ser um dos hotspots
mundiais de biodiversidade (COLLI; VIEIRA; DIANESE, 2020; MYERS et al., 2000).
Além disso, é o segundo maior bioma brasileiro (COUTINHO, 2002), sendo superado
em area apenas pela Amazbnia, ocupando 21% do territério nacional (KLINK;
MACHADO, 2005; RATTER; BRIDGEWATER; RIBEIRO, 2003).

O Cerrado é considerado um mosaico de fisionomias vegetais incluindo florestas,
formagdes savanicas (campo sujo, campo cerrado) e formas campestres bem abertas
(campo limpo), que juntas sdo referidas como Cerrado sensu lato (FERREIRA et al.,
2003). Espécies lenhosas sao distribuidas em fisionomias mais densas, florestais, como é
o caso do ‘Cerraddo’. Ja no cerrado sensu strictu (s. str.) as espécies constituem um tipo
de fisionomia savanica, contendo uma vegetacao mais arbustiva e arvores de sub-bosque,
com alta irradiancia ao nivel do solo (KISSMANN et al., 2012). Contudo, muitas espécies
endémicas tém se perdido nas Ultimas décadas devido principalmente a grande expanséao
da agricultura e intensa exploracdo local de produtos nativos (KLINK; MACHADO,
2005; SANO et al., 2010). Essas atividades antropicas tém provocado a degradacao e a
perda de habitats desse ecossistema, colocando em risco a sua conservacdo e 0 Seu
potencial biotecnoldgico (SANO et al., 2019)

Cerca de metade dos 2 milhdes de kmz2 originais do Cerrado foram transformados
em pastagens plantadas, culturas anuais e outros tipos de uso de solo (GOMES et al.,
2019). Além disso, estudos que contemplam espécies nativas do Cerrado ainda sdo
incipientes se comparados aos de espécies de outros biomas brasileiros, intensificando a
perda de material genético vegetal nativo (STRASSBURG et al., 2017). Dessa forma, a

conservacao e preservacao de tais espécies se torna essencial devido ao cenario atual.



Os solos sob o cerrado sdo geralmente pobres, acidos (pH < 5,0), bem drenados,
profundos e apresentam altos niveis de aluminio trocavel (QUEIROZ NETO, 1982;
REATTO; CORREIA; SPERA, 1998). O aluminio (Al) pode competir com outros
elementos pelos mesmos sitios quimicos nas particulas do solo, sendo o terceiro elemento
quimico mais abundante na crosta terrestre e, em solos acidos, encontrado principalmente
na forma trivalente (AI®*), que é toxico para a maioria das espécies de plantas
(MATSUMOTO, 2000; VARDAR; UNAL, 2007). Os solos acidos representam 30-40%
das terras livres de gelo (KOCHIAN; HOEKENGA,; PINEROS, 2004; VON UEXKULL;
MUTERT, 1995) sendo, portanto, juntamente com o Al, ameacas potenciais a agricultura,
com impactos negativos para os rendimentos.

O primeiro sintoma da toxicidade do Al é a diminuicao do crescimento das raizes
(HORST; WANG; ETICHA, 2010; SILVA et al., 2019). Em espécies sensiveis,
aproximadamente 80-90% do Al absorvido é retido no sistema radicular (SILVA et al.,
2023; VITORELLO; CAPALDI; STEFANUTO, 2005). Além dos efeitos diretos nas
raizes, o Al pode causar efeitos ‘indiretos’ em Orgdos acima do solo, como crescimento
reduzido de brotos (JIANG et al., 2009), baixa troca gasosa foliar e respostas
fotoquimicas em Coffea arabica (KONRAD et al., 2005), Zea mays (LIDON et al., 1999)
e Citrus spp. (BANHOS; DE SOUZA; HABERMANN, 2016; JIANG et al., 2009;
JIANG, 2008; SILVA et al., 2018).

No entanto, apesar da toxicidade, a flora desta regido prospera nestes solos acidos
(HABERMANN; BRESSAN, 2011; HARIDASAN, 2008; NOGUEIRA et al., 2019;
SOUZA, et al., 2017). Algumas espécies possuem mecanismos de tolerancia ao Al,
exsudando acidos organicos como citrato, malato, oxalato e succinato através das
membranas celulares de suas raizes. Esses acidos formam complexos ndo toxicos com o

Al, prevenindo sua absorcdo ainda na rizosfera (RYAN et al., 2011). Paralelamente,
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outras espécies conseguem se desenvolver em solos com alta concentracdo de Al (m%),
acumulando Al em seus tecidos e 6rgaos sem apresentar danos ou sinais de toxicidade
que possam interferir em seu metabolismo ou desenvolvimento (BRESSAN, et al., 2021;
DE ANDRADE et al., 2011; DELHAIZE; RYAN, 1995; HARIDASAN, 1982).
Exemplos dessas espécies incluem Fagopyrum esculetum Moench (Polygonaceae),
Hydrangea macrophylla L. (Hydrangeaceae) e Camellia sinensis (L.) Kuntze (Theaceae),
conforme relatado por MA et al, 2001 e WATANABE e OSAKI, 2002. Plantas que
armazenam mais de 1000 mg de aluminio por kg de massa foliar seca sdo chamadas de
acumuladoras de Al (CHENERY, 1948). Algumas dessas espécies lenhosas
acumuladoras de Al sdo nativas da vegetacdo do Cerrado na América do Sul
(HARIDASAN, M., 1982) e pertencem as familias Melastomataceae (género Miconia),
Rubiaceae, Simplocaceae e Vochysiaceae (géneros Vochysia e Qualea) (BRESSAN,;
COAN; HABERMANN, 2016; DE ANDRADE et al., 2011; HARIDASAN, 1982;
MALTA et al., 2016; SOUZA, et al., 2015). No entanto, nesta vegetacao, essas espécies
acumuladoras de Al podem apresentar entre 4.000 e até 20.000 mg Al por kg de massa
seca (HARIDASAN, 1982; HARIDASAN, 2008; NOGUEIRA et al., 2019),
demonstrando uma grande variacdo na acumulacdo de Al. Além das folhas, essas plantas
também podem reter Al nas sementes (HARIDASAN, 1982; SCALON; HARIDASAN;
FRANCO, 2013).

Qualea grandiflora Mart. e Vochysia tucanorum Mart. sdo espécies de plantas
nativas do Cerrado que acumulam Al em suas folhas e raizes (BRESSAN et al., 2021;
BRUNNER; SPERISEN, 2013; HARIDASAN, 1982; NOGUEIRA et al., 2019; SILVA,
etal., 2023). Pesquisas anteriores mostraram que este metal pode apresentar uma resposta
benigna neste grupo de plantas, aumentando a biomassa vegetal e o alongamento das

raizes em C. sinensis, Melastoma malabathricum L. (Melastomataceae) e Quercus
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serrata Murray (Fagaceae) (BOJORQUEZ-QUINTAL et al., 2017). As relagOes
especificas e o impacto potencial do Al nos parametros fisiologicos que explicam a
influéncia positiva do aluminio no crescimento das plantas em espécies acumuladoras de
aluminio séo raramente documentadas ou ndo comumente relatadas. Outro padréo de
distribuicéo entre essas plantas envolve a dependéncia do Al, como Vochysia tucanorum
(Vochysiaceae). Esta espécie ndo cresce bem em solo calcario e apresenta folhas
necréticas e raizes atrofiadas apos 45 dias em comparagdo com um desenvolvimento
perfeito em solo acido rico em Al (SOUZA et al., 2017). O mesmo padrao foi observado
quando esta espécie perdeu suas folhas e apresentou raizes necroticas em solugao nutritiva
sem Al (BRESSAN et al., 2021). Qualea grandiflora segue 0 mesmo comportamento em
condicBes sem Al (CURY et al., 2020). Apesar desses relatos, nenhum papel fisioldgico
foi atribuido ao Al nessas plantas ainda.

Além de sua habilidade de acumular Al e se adaptar as condicbes adversas,
algumas plantas tipicas do Cerrado também tém demonstrado a capacidade de produzir
compostos fendlicos (ARRUDA; ARAUJO; JUNIOR, 2022) como forma de adaptaco
para resistir ao estresse oxidativo causado por condi¢cbes ambientais extremas (FARIAS
et al., 2013; MOREIRA-ARAUJO et al., 2019). Os &cidos fendlicos sdo os metabolitos
secundarios mais abundantes nas plantas e desempenham papéis importantes em diversos
processos fisiologicos (ZHANG et al., 2022). Eles desempenham um papel importante
nos mecanismos de defesa das plantas, sendo depositados nas paredes celulares apés a
infeccdo por patogenos (KUMAR, Santosh et al., 2020). Quando s&o excretados pelos
sistemas radiculares das plantas, podem inibir o crescimento na rizosfera adjacente e
afetar a flora bacteriana do solo (CHOWDHARY et al., 2021). Eles também podem atuar
como moduladores do desenvolvimento das plantas, regulando o catabolismo do acido

indol acético (IAA). Eles sdo eficazes na regulacdo do crescimento das plantas,
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diferenciacéo celular e organogénese (KUMAR et al., 2020; KUMAR et al., 2023). Eles
sdo conhecidos por suas propriedades antioxidantes (FARIAS et al., 2013), e além de
sustentarem a sobrevivéncia dessas plantas em um ambiente hostil, também despertaram
0 interesse na industria farmacéutica e alimenticia devido aos beneficios potenciais para
a salde humana (ALBUQUERQUE et al., 2021; SOARES, 2002). A interacdo complexa
entre o ambiente do Cerrado, incluindo a presenca de aluminio, pode influenciar a
presenca de compostos fenolicos e sua atividade antioxidante (NOGUEIRA et al., 2023).

Investigar os impactos do Al nessas plantas pode ser um desafio, pois propaga-las
e cultiva-las em condicdes ex situ que isolam os efeitos do Al de outros elementos é uma
tarefa complexa (CARDOSO; DA SILVA, 2013; LEITE etal., 2021; LIMA et al., 2022).
A cultura de tecidos pode ser uma técnica valiosa para conservar, cultivar e propagar
espécies do Cerrado sob condi¢fes controladas, permitindo o isolamento e teste de
fatores, como o Al, no meio de cultura. Ela é utilizada para a propagacao de plantas
quando a regeneracdo através da germinacdo de sementes € desafiadora. Técnicas de
propagacao in vitro vem sendo utilizadas como alternativas para propagacao de espécies
nativas do Cerrado, especialmente para fins econdmicos e de conservagdo (FRANCA et
al., 1995; PEREIRA et al., 2005; REZENDE et al., 2019). Elas oferecem diversas
possibilidades para a propagacdo de plantas podendo se utilizar, por exemplo, de
materiais vegetativos para a inducdo de organogénese e regeneracdo sob condicbes
assépticas e controladas (CARDOSO; SHENG GERALD; TEIXEIRA DA SILVA,
2018).

Entre as técnicas normalmente utilizadas na cultura de tecidos vegetais, a
micropropagacdo tem sido amplamente utilizada para propagar rapidamente varias
espécies de interesse econdmico, tais como Eucalyptus spp., Citrus spp, (Caryocar

brasiliense), o cajuzinho-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.), o araticum
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(Annona crassiflora) e o baru (Dipteryx alata VVogel.), (AYALA et al., 2019; DANIELLE
SOUSA et al., 2017; RIBEIRO et al., 2009; SANTOS et al., 2006; SILVEIRA; DA
SILVA; SIBOV, 2022). A micropropagacdo consiste em técnicas de propagacdo
vegetativa com o objetivo de obter multiplicacdo vegetal através: a) embriogénese
somatica, b) inducdo direta ou indireta de calos para formacgdo de partes aéreas, e c)
inducdo do desenvolvimento de botbes apicais/axilares (AL-MAYAHI, 2019). Em
comparagdo com o0s métodos tradicionais de propagagdo vegetativa de plantas, ela
apresenta diversas vantagens, como a obtencdo de plantas geneticamente uniformes,
livres de pragas e doencas, com alto vigor e qualidade, em um curto espago de tempo e
em um pequeno espaco fisico (CARDOSO; SHENG GERALD; TEIXEIRA DA SILVA,
2018; MURASHIGE; SKOOG, 1962). Essa técnica pode contribuir para o estudo da
fisiologia, da bioquimica e da genética das plantas do cerrado, bem como para 0 seu uso
sustentavel e a sua valorizacdo econdmica (NIEMEYER, 2017; SANTOS et al., 2006).
Além disso, as técnicas de micropropagacdo nao dependem das condi¢des climaticas e
sdo especialmente Uteis em espécies que apresentam sementes recalcitrantes, que perdem
rapidamente a sua viabilidade; sendo o caso de varias espécies perenes tropicais (LITZ;
JAISWAL, 1991). A micropropagacdo é também importante para os esforcos de
conservacao a longo prazo para preservar a biodiversidade de espécies e ecossistemas
ameacados (CHOKHELLI et al., 2020). Apesar dessas vantagens, a micropropagacao de
plantas do Cerrado também enfrenta alguns desafios como a escassez de informacoes
sobre as exigéncias nutricionais e fisioldgicas das espécies, a baixa taxa de multiplicacdo
e enraizamento in vitro, a ocorréncia de anormalidades morfoldgicas e fisioldgicas nas
plantulas, a dificuldade de aclimatizagdo e a falta de protocolos padronizados para cada

espécie.
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A germinacéo de plantas do Cerrado apresenta caracteristicas distintas, refletindo
a resiliéncia e a adaptabilidade dessas espécies ao seu ambiente Unico (FRANCO;
HARIDASAN; FERREIRA, 2008; ZAIDAN; CARREIRA, 2008). Existem sementes de
certas espécies (ou até mesmo dentro da mesma espécie) que ndo conseguem germinar
ou encontram dificuldades para fazé-lo, mesmo quando incubadas em condicGes que
parecam ser favoraveis. Essas sementes sdo classificadas como dormentes e ndo séo
capazes de germinar nas mesmas condi¢des (BEWLEY, 1997; CORBINEAU et al.,
1995). A maioria das sementes de espécies arboreas do Cerrado exibe um estado de
dorméncia, com a dorméncia fisica sendo a mais prevalente (BASKIN; BASKIN, 2001).
Estratégias de regeneracdo dessas espécies envolvem germinacdo, no entanto, a
dorméncia de sementes é um fendmeno comum na maioria dessas espécies (ZAIDAN;
CARREIRA, 2008). Especificamente, o etileno (Et) regula a germinacéo e a dorméncia
de vérias espécies por meio de uma complexa rede de sinalizacdo hormonal (ARC et al.,
2013; MATILLA; MATILLA-VAZQUEZ, 2008). No contexto das sementes de V.
tucanorum, foi demonstrado que o Et tem a capacidade de interromper a dorméncia das
sementes e promover a germinacdo (PEREIRA et al., 2011), embora as justificativas
fisioldgicas para este fendmeno ainda ndo estejam completamente esclarecidas.

Considerando esse cenério, o presente trabalho utilizou-se de duas espécies
nativas do Cerrado acumuladoras de Al: Q. grandiflora e V. tucanorum. No capitulo 1,
considerando a dificuldade em obter mudas de espécies lenhosas do Cerrado que
acumulam Al, e uma possivel interagdo entre o Et e a dorméncia das sementes dessas
espécies, foram realizados testes de germinagcdo em meio de cultura com concentragoes
crescentes de Al sob a influéncia de Et, avaliando-se parametros de crescimento e
performance germinativa. A hipétese é que seus embrides dependem do Al para retomar

0 crescimento e desenvolvimento e que o Et poderia melhorar o desempenho da
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germinacdo. No capitulo 2, testamos a hipdtese da relevancia do Al e sua possivel
interacdo com a citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) na promocéo da organogénese de
brotos e raizes adventicias dessas espécies. Além disso, investigou-se se a presenca de Al
e BAP tem uma relagdo com o conteudo total de &cidos fendlicos e a atividade
antioxidante em extratos dessas duas espécies do Cerrado. Essa abordagem integrada
permite uma compreensdo mais profunda das interacGes complexas entre essas espécies
do Cerrado, o Al, 0o BAP e o Et. Dado que ndo ha estudos existentes que empregam o Al
em meio de cultura para plantas lenhosas nativas do Cerrado, a importancia deste estudo
reside em sua capacidade de abrir portas para novas linhas de pesquisa futuras sobre o
assunto. Ele oferece uma nova perspectiva e um ponto de partida valioso para explorar
ainda mais o potencial e as aplicaces do Al na cultura de tecidos de plantas nativas do

Cerrado.
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Considerac0es finais

Neste estudo, demonstramos que o Al tem um efeito significativo na germinacéo
e crescimento de Q. grandiflora e V. tucanorum. O tratamento das sementes de V.
tucanorum com Et induziu a germinacdo do embrido quando o Al ndo estava presente no
meio, sugerindo uma relacdo substitutiva entre esses compostos. Os embrides de Q.
grandiflora germinaram independentemente do Al no meio e o Et ndo influenciou sua
germinacdo. Além disso, os resultados sugerem que a adicdo de Al em meios de cultura
proporciona mudancas bioquimicas, fisioldgicas e de desenvolvimento nos tecidos
foliares isolados que levam a regeneracdo de brotos adventicios (+BAP) ou raizes (-BAP)
sob cultura in vitro para essas espécies. A presenca de Al também aumentou o conteido
fenolico e a capacidade antioxidante dos tecidos foliares isolados para ambas as espécies.
Essas descobertas tém implicacdes importantes para o cultivo e propagacédo ex situ das
espécies de Vochysiaceae e demonstram que o Al tem uma relacdo estreita com sua
evolucdo e o seu desenvolvimento. Além disso, nenhuma pesquisa foi encontrada
correlacionando Al com a producédo de metabdlitos e a regeneracdo de tecidos, uma vez
que este € o primeiro relato na literatura a relacionar Al com o contetdo fenodlico e a
atividade antioxidante. Diante desses resultados, sugerimos uma investigacdo mais
detalhada sobre o papel fisiologico do aluminio (Al) e do etileno (Et) na germinagéo e no
desenvolvimento de plantulas e mudas dessas espécies. Além disso, € importante explorar
aspectos relacionados a producdo de compostos secundarios e entender como eles
influenciam a regeneracdo de tecidos nessas especies. Essa abordagem aprofundada pode
fornecer perspectivas valiosas para aprimorar estratégias de conservacdo e propagacao

dessas espécies do Cerrado.
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