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Resumo

O aluminio (Al) é um elemento toxico para muitas espécies de plantas, porém, diferentes
respostas a presenca deste elemento podem ser observadas. No Brasil, espécies
acumuladoras e ndo acumuladoras de Al ocorrem naturalmente em areas de solo &cido,
como no Cerrado brasileiro, e este fato evidencia a riqueza de mecanismos desenvolvidos
pelas plantas para lidar com a alta disponibilidade de Al no solo. Nesta Tese avaliamos
os efeitos provocados em espécies nativas do Cerrado quando expostas a diferentes
concentracdes de Al. Em casa de vegetacdo, plantas de Styrax camporum foram
cultivadas em solucdo nutritiva contendo 0, 740 e 1480 uM Al por 90 dias. Plantas
expostas a 1480 uM Al apresentaram sistema radicular menos desenvolvido, menor altura
da planta e baixas taxas de troca de gasosas em relacdo aquelas expostas a 0 e 740 uM
Al. Plantas expostas a 0 e 740 uM Al apresentaram valores semelhantes para estes
parametros, indicando que o Al ndo causa efeitos benéficos para o desenvolvimento desta
espécie. Andlises em microscopia de luz, microscopia eletrénica de varredura e
microscopia eletrénica de transmissdo também foram realizadas. Em um estudo de campo
comparamos as concentracdes foliares de Ca e Al em duas espécies do género Qualea
(Vochysiaceae), ocorrendo em um fragmento de Cerrado localizado em solo calcério,
com os valores apresentados pelas mesmas espécies, ocorrendo em um fragmento de
Cerrado localizado em solo &cido e rico em Al. O teor foliar de Ca foi positivamente
associado a saturagdo no solo, enquanto o teor de Al foi o0 mesmo nas plantas que
cresceram nos dois solos. Além disso, independentemente do tipo de solo, estes elementos
sdo armazenados em diferentes regides da folha, indicando ndo existir uma competicédo

entre estes elementos em espécies acumuladoras de Al.

Palavras-chave: Toxicidade do Al. Styracaceae. Vochysiaceae.
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Abstract

Aluminum (Al) is a toxic element for many plant species, however, different responses
to the presence of this element can be observed. In Brazil, Al-accumulating and non-
accumulating species occur naturally in acidic soil areas, such as in the Brazilian Cerrado,
and this fact evidences the richness of mechanisms developed to deal with high
availability of Al in the soil. In this Thesis, we evaluated the effects caused in native
species when exposed to different Al concentrations. In a greenhouse experiment, plants
of Styrax camporum (Styracaceae) grown in a nutrient solution containing 0,740 and 1480
uM Al for 90 days. Plants exposed to 1480 uM showed a less developed root system,
lower plant height and low gas exchange rates in relation to those exposed to 0 and 740
uM Al. Plants exposed to 0 and 740 uM Al showed similar values for these parameters,
indicating that Al does not cause beneficial effects to development of this species.
Analyses in light microscopy, scanning electron microscopy and transmission electron
microscopy were also performed. In a field study, we compared the Ca and Al leaf
contents in two species of the genus Qualea (Vochysiaceae), occurring in a Cerrado
fragment located in calcareous soil, with the values presented by the same species
occurring in a Cerrado fragment located in acidic soil, rich in Al. The Ca leaf content was
positively associated with the soil saturation, while the Al content was the same in plants
growing in both soils In addition, regardless of soil type, these elements are stored in
different regions of the leaf, indicating that there is no competition between these

elements in Al accumulating species.

Key words: Al-toxicity. Styracaceae. Vochysiaceae.



INTRODUGCAO GERAL

O aluminio (Al) é o terceiro elemento quimico mais abundante da crosta
terrestre, e representa 8% de sua massa total (Vitorello et al., 2005; Bojorquez-Quintal
etal., 2017). Em pH neutro o Al encontra-se naturalmente presente no solo, na forma de
oxidos e aluminosilicatos (Matsumoto, 2000; Vardar e Unal, 2007). Entretanto, em
solos acidos (pH < 5) os minerais sdo solubilizados, e formas potencialmente fitotoxicas
como AI(OH)*, AI(OH);* e AI(OH)¢**, sdo liberadas para a solucdo do solo
(Matsumoto, 2000; Vitorello et al., 2005; Vardar e Unal, 2007; Schmitt et al., 2016).
Dentre as formas disponiveis do aluminio, AI(OH)e>*, também conhecida como AI%*, é
considerada a mais toxica para as plantas (Panda e Matsumoto, 2007; Vardar e Unal,
2007; Silva et al., 2012; Bojorquez-Quintal et al., 2017; Singh et al., 2017).

O Al é considerado um importante limitador da produtividade agricola mundial
(Ma et al., 2000; Barcel6 e Poschenrieder, 2002; Kochian et al., 2005; Horst et al.,
2010; Silva et al., 2012), principalmente em solos acidos, os quais correspondem a 30%
das terras ndo cobertas por gelo (von Uexkill e Mutert, 1995; Brunner e Sperisen, 2013)
e 50% das terras araveis do planeta (Vardar e Unal, 2007; Gupta et al., 2013).

O primeiro sintoma da toxicidade do Al evidenciado nas plantas € a inibicdo do
crescimento radicular (Barcelo e Poschenrieder, 2002; Ciamporova, 2002; Kochian et
al., 2005; Yang e Horst, 2015), a qual pode ser observada em poucas horas, ou minutos,
apos o contato das raizes com altas concentracdes deste elemento (Kochian et al., 1995;
Horst et al., 2010). Os mecanismos exatos, responsaveis por desencadear 0s sintomas de
toxicidade, ainda ndo foram totalmente desvendados. Entretanto, nos altimos anos o
conhecimento sobre os efeitos do Al nas plantas evoluiu consideravelmente,

principalmente em relacdo as espécies cultivadas.

De acordo com a literatura, a inibi¢do do crescimento radicular induzida pelo Al
é resultado das ligages formadas entre o AI** e sitios do apoplasto e/ou simplasto das
células de raizes (Kochian, 1995; Barceld e Poschenrieder, 2002; Kochian et al., 2005;
Vardar e Unal, 2007; Kopittke et al., 2015). Classificado como um elemento
extremamente reativo, o Al liga-se preferencialmente a grupos negativos contendo
oxigénio, como -COOH, -OH, -CO e -PO3 (Kochian et al., 1995; Matsumoto, 2000;
Vitorello et al., 2005). Devido & capacidade do AI** em se ligar a diversos componentes

celulares, os efeitos provocados pelo Al sdo muito distintos entre as espécies e podem
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levar a alteracGes fisioldgicas, morfoldgicas, celulares e moleculares nas plantas

sensiveis (Ciamporova et al., 2002; Panda e Matsumoto, 2007; Gupta et al., 2013).

Raizes danificadas pelo Al geralmente sdo curtas e apresentam poucos ou
nenhum pelo radicular (Kochian et al., 2005; Kopittke et al., 2008; Gupta et al., 2013).
Os éapices radiculares tornam-se mais largos e apresentam fissuras em sua superficie,
provocadas pela desintegracdo e morte de células da epiderme e cortex periférico
(Barcel6 e Poschenrieder, 2002; Ciamporova, 2002; Horst et al., 2010). Os apices
radiculares sdo as primeiras estruturas a entrar em contato direto com o Al e tém papel
fundamental no mecanismo de percepcdo deste elemento (Matsumoto, 2000; Vardar e
Unal, 2007).

Recentemente, evidenciou-se que o Al tem grande afinidade com grupos
carboxilicos da rede péctica do apoplasto das células de raizes (Wehr et al., 2010; Gupta
et al., 2013), e alguns estudos associam esta afinidade com a inibicdo do crescimento
radicular. A ligacdo com o Al pode alterar as propriedades estruturais e mecanicas da
parede celular, tornando-a mais rigida e levando a reducdo de sua extensibilidade
mecanica, a qual é necessaria para o processo de expansdo celular (Ciamporova, 2002;
Horst et al., 2010; Gupta et al., 2013; Kopittke et al., 2015; Poschenrieder et al., 2015).

Sintomas da toxicidade do Al também sdo evidenciados na parte aérea das
plantas, como reducdo da abertura estomatica, reducdo da atividade fotossintética,
clorose e necrose foliar (Gupta et al., 2013). Entretanto, geralmente sdo considerados

consequéncias dos danos provocados no sistema radicular (Vitorello et al., 2005).

A exposicdo prolongada a altas concentraces de Al pode levar a formacéo de
um sistema radicular danificado e, consequentemente, prejudicar a aquisicdo de agua e
nutrientes pela planta (Reyes-Diaz et al., 2015), o que, a longo prazo, pode provocar
deficiéncia nutricional (Vitorello et al., 2005; Gupta et al., 2013). A consequéncia final
da toxicidade do Al é crescimento com menor incorporacdo de biomassa, 0 que justifica

o papel de limitador da produtividade agricola atribuido ao Al (Vitorello et al., 2005).

Apesar de o crescimento e desenvolvimento de muitas espécies serem afetados
negativamente pela presenca do Al, diferentes niveis de relagdo a presenca deste
elemento podem ser observados entre as espécies vegetais (Kochian, 1995; Ma et al.,
2000; Matsumoto, 2000; Ma et al., 2014).
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Algumas plantas apresentam mecanismos para impedir a entrada deste elemento
no interior de suas células, e assim, evitar os danos provocados pela toxicidade do Al
(Horst et al, 2010; Ryan e Delhaize, 2010; Poschenrieder et al., 2015). Um destes
mecanismos, vastamente identificado e apresentado por muitas espécies, € a exsudacao
de &cidos organicos (AOs — malato, citrato, oxalato e succinato) pelas raizes, 0s quais
formam complexos estveis com o Al no apoplasto e/ou na rizosfera, evitando sua
absorcéo pelas plantas (Watanabi e Osaki, 2002; Ryan et al., 2011; Brunner e Spersisen,
2013).

Muitas outras plantas absorvem e acumulam Al em seus tecidos (Brunner e
Sperisen, 2013; Poschenrieder et al., 2015). Neste caso, o Al adentra o simplasto e
forma complexos estaveis com o0s 4&cidos organicos. Estes complexos sao,
posteriormente, armazenados nos vacuolos, permitindo que a concentracdo de Al livre
no citosol mantenha-se baixa (Watanabi e Osaki, 2002; Reyes-Diaz et al., 2015). Além
dos &cidos organicos, o Al pode se ligar a outros compostos no citoplasma, como ATP,

RNA e compostos fendlicos (Barcelé e Poschenrieder, 2002; Vardar e Unal, 2007).

Os sitios de deposicao do Al séo diversificados entre as espécies. Alguns estudos
demonstram que o Al se acumula predominantemente no sistema radicular
(Ciamporova, 2002; Banhos et al., 2016; Schmitt et al., 2016). Outros, no entanto,
demonstram grandes concentracdes de Al na parte aérea (Chenery, 1948; Jansen et al.,
2002). Espécies que apresentam a partir de 1000 mg de Al por kg de massa seca de
caules e folhas, como Camellia sinensis (L.) Kuntze e Hidrangea macrophylla L., s&o
classificadas como acumuladoras de Al (Ma et al., 2001; Watanabe e Osaki, 2002;
Schmitt et al., 2016).

No Brasil, espécies acumuladoras de Al podem ser encontradas ocorrendo
naturalmente em areas de solo &cido, como o Cerrado (Haridasan, 1982; Bressan et al.,
2016), e a concentracdo de Al nas folhas destas plantas pode superar, em muito, o limite
de 1000 mg de Al por kg de massa seca, estabelecido para espécies cultivadas (Ma et
al., 2001; Watanabe e Osaki, 2002; Schmitt et al., 2016). Entretanto, menos atengéo é
direcionada a estas comunidades, e poucos sdo 0s estudos que avaliam os efeitos

provocados pelo Al em espécies nativas.

A vegetagdo do Cerrado é constituida por um mosaico de fisionomias,

compostas por espécies arbdreas e herbaceas, que se distribuem desde campos,
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passando por vegetacdo tipo savana (cerrado sensu strictu) até formacgdes florestais,
como o Cerraddao (Coutinho, 1978; Oliveira-Fillho e Ratter, 2002; Habermann e
Bressan, 2011). Estas formagdes sdo influenciadas n&o apenas pelo clima
(sazonalidade), mas também por fatores edaficos (Pinheiro e Monteiro, 2010). Deste
modo, a vegetagdo se desenvolve sobre solos acidos (pH < 4.0), com alta saturagdo de
Al trocavel (m% > 70 %) e baixa concentracdo de nitrogénio, fosforo, célcio e
micronutrientes (Haridasan, 2008; Habermann e Bressan, 2011; Bressan et al., 2016).

As plantas do Cerrado podem ser classificadas como espécies acumuladoras e
ndo acumuladoras de Al. Para espécies do Cerrado, plantas acumuladoras de Al
apresentam entre 4.000 e 20.000 mg Al por kg de massa seca de folhas (MSF)
(Haridasan, 1982; Haridasan e Araljo, 1988; Bressan et al., 2016). A maioria das
plantas que acumulam Al no Cerrado sdo arbustos e arvores das familias
Melastomataceae, Rubiaceae, Simplocaceae e Vochysiaceae (Haridasan, 1982;
Haridasan et al., 1986). Algumas espécies acumuladoras parecem nao tolerar a falta de
Al no solo quando cultivadas em solo calcario, como Miconia albicans (Sw.) DC.
(Melastomataceae), Vochysia thyrsoidea Pohl. (Vochysiaceae) (Haridasan, 2008) e V.
tucanorum Mart. (Souza et al., 2017). Entretanto, a grande maioria das espécies do
Cerrado é de ndo acumuladoras de Al (Haridasan, 1982; Haridasan et al., 1986; Souza et
al., 2015), plantas que apresentam de 100 a 600 mg de Al por kg de MSF (Haridasan,
1982; Jansen et al., 2002), como Styrax ferrugineus Nees and Mart. (Styracaceae)
(Bressan et al., 2016).

Devido a grande riqueza de espécies e alto grau de endemismo, o Cerrado é
considerado um Hotspot de biodiversidade (Myers et al., 2000), e o fato de espécies
acumuladoras e ndo acumuladoras de Al coexistirem no mesmo ambiente evidencia a
rigueza de mecanismos desenvolvidos por estas espécies para lidar com a alta
disponibilidade de Al no solo. Diante do exposto, € intrigante perceber que a maioria
dos estudos relacionados ao Al seja realizada com espécies cultivadas, pouco adaptadas
a condicdes de solo acido e alico (Barcelo e Poschenrieder, 2002; Ciamporova, 2002;
Kochian et al., 2005; Kopittke et al., 2015; Ma et al., 2001; Schmitt et al., 2016;
Watanabe e Osaki, 2002; Yang e Horst, 2015). Nesta Tese de Doutorado, estudamos 0s
efeitos provocados em espécies nativas do Cerrado quando expostas a diferentes

concentragOes de Al. Para tanto, dois experimentos foram realizados, um em casa de
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vegetacdo e outro no campo, 0s quais correspondem aos capitulos 1 e 2 desta Tese,

respectivamente.

O capitulo 1 apresenta os efeitos fisiologicos e celulares provocados em plantas
de Styrax camporum Pohl. (Styracaceae) cultivadas em solucdo nutritiva contendo 0,
740 e 1480 uM Al, por 90 dias. Em campo, S. camporum apresenta entre 1000 e 1500
mg Al por kg de massa seca de folhas (Bressan et al., 2016). Entretanto, um trabalho
prévio (Banhos et al., 2016) demonstrou que, quando cultivada em 1480 uM Al em
solucdo nutritiva, esta espécie apresenta reducdo de brotacdo na parte aérea, redugdo nas
taxas de trocas gasosas e reducdo na emissao de raizes laterais, e levantou a questédo de
que seria possivel existir uma concentracdo entre 0 e 1480 uM de Al que fosse benéfica
para esta espécie. Assim, testamos a hipdtese de que S. camporum ndo apresenta
sintomas de toxicidade quando exposta a concentracdo de 740 uM de Al podendo,

inclusive, mostrar evidéncias de algum beneficio do Al a essas plantas.

No capitulo 2 comparamos as concentracdes foliares de Ca e Al de duas espécies
do género Qualea (Vochysiaceae), ocorrendo em um fragmento de Cerrado localizado
em solo calcario, recentemente descrito (Alves, 2017). A concentracdo foliar desses
elementos foram comparados nestas mesmas espécies ocorrendo em um fragmento de
Cerrado localizado em solo 4cido e rico em Al (m% > 70%). Testamos a hipdtese de
que as concentracdes foliares de Ca e Al encontradas nestas espécies refletem a

disponibilidade destes elementos nos dois tipos de solo.
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CONSIDERACOES FINAIS

O aluminio (Al) é o terceiro elemento quimico mais abundante da crosta
terrestre, e encontra-se naturalmente presente no solo de varias partes do mundo. Em
solos &cidos, o Al torna-se disponivel para as plantas, e pode provocar sintomas de
toxicidade nas espécies sensiveis. Entretanto, nem todas as espécies sdo prejudicadas
pela presenca do Al. No Cerrado espécies acumuladoras e ndo acumuladoras de Al
coexistem no mesmo ambiente, evidenciando a riqueza de mecanismos desenvolvidos
para lidar com a alta disponibilidade de Al no solo. Nesta Tese de Doutorado tivemos
como objetivo apresentar as repostas de trés espécies nativas do Cerrado quando
expostas a diferentes concentragdes de Al.

No capitulo 1 descrevemos um experimento realizado em casa de vegetacdo com
Styrax camporum. Demonstramos que esta espécie apresenta sintomas de toxicidade
quando cultivada em solucdo nutritiva contendo 1480 uM de Al, mas estes sintomas ndo
sdo observados quando as plantas sdo exposta a 0 e 740 uM de Al. Plantas expostas a
solucéo contendo 1480 uM de Al apresentaram sistema radicular menos desenvolvido,
menor altura da planta e baixas taxas de troca de gasosas em relacdo aquelas expostas a
0 e 740 uM Al. Além disso, quanto maior o tempo de exposi¢do e mais elevada a
concentracdo de Al, mais intenso o descarte epidérmico, a desorganizacdo dos tecidos
internos (principalmente a hipoderme) e a vacuolizacdo das células corticais dos apices
radiculares. Desta forma, pudemos perceber que Styrax camporum é uma espécie capaz
de suportar altas concentracfes de Al (740 uM). Entretanto, existe um limite para sua
tolerancia a este elemento, uma vez que, quando exposta a 1480 uM de Al, esta espécie
apresenta sintomas de toxicidade.

No capitulo 2 comparamos a SLA e as concentracfes foliares de Ca e Al em
duas espécies do género Qualea ocorrendo em um fragmento de Cerrado localizado em
solo calcéario, com os valores apresentados pelas mesmas especies, ocorrendo em um
fragmento de Cerrado localizado em solo acido e rico em Al. Os valores de SLA foram
iguais nas duas areas de estudo. O teor foliar de Ca nas duas espécies foi positivamente
associado a saturacdo no solo, ou seja, quanto mais elevada a concentra¢do de Ca no
solo, mais elevado o teor de Ca observado nas folhas. Por outro lado,
surpreendentemente o teor de Al foi 0 mesmo nas plantas que cresceram nos dois solos.

Assim, nossos dados reforcam a ideia ja apresentada por Haridasan e Araujo (1988) de
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que a ocorréncia de espécies acumuladoras de Al nativas do Cerrado nédo e restrita a
ambientes de solos acidos. Outro ponto interessante levantado neste trabalho foi o fato
de que o Ca e 0 Al aparentemente se concentram em regides distintas da folha. Para as
duas espécies estudadas, independentemente do tipo de solo onde as plantas cresceram,
a maior concentracdo de Ca foi encontrada nas nervuras, enquanto que a maior
concentracdo de Al foi encontrada no limbo foliar. Estudos prévios realizados por
Andrade et al. (2011) e Malta et al. (2016) também demonstraram o acimulo de Al na
lamina foliar de plantas nativas do Cerrado, e sugeriram a existéncia de uma associagdo
deste elemento com processos fotossintéticos. Entretanto, este padrdo de deposicdo do
Al pode ser apenas uma questdo de afinidade quimica entre este metal e os tecidos
foliares ndo lignificados. Desta forma, outras evidéncias, além do padréo de acimulo de
Al nos tecidos foliares, devem ser encontradas para que seja possivel atribuir uma

funcdo a este elemento nos processos fisiologicos de plantas acumuladoras de Al.
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