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Resumo

Em espécies sensiveis ao Al, o primeiro sintoma de toxicidade a este elemento € a redugédo
no crescimento da raiz. Esta inibicdo no crescimento tem sido associada a reducfes na
hidratacdo foliar, que por sua vez afeta negativamente a performance fotossintética,
reduzindo a condutancia estomatica (gs). Em contrapartida, algumas plantas sdo capazes
de crescer bem em solos com elevada disponibilidade de Al e algumas delas séo capazes
de acumular grandes quantidades de Al em seus tecidos (acumuladoras de Al), sem
apresentar sintomas de toxicidade. No presente trabalho, para testar diferentes hipoteses
em relagdo ao Al, utilizamos trés espécies, uma sensivel (Citrus x limonia), uma tolerante
(llex paraguariensis) e uma acumuladora de Al (Qualea grandiflora). Todos os
experimentos foram realizados por 60 dias em solucdo nutritiva. Plantas de C. x limonia
foram expostas a 0 e 1480 uM Al para avaliar se reducdes na hidratacdo foliar ocorrem
antes ou depois da inibicdo no crescimento da raiz. Aqui evidenciamos reducgdes em gs
logo aos 3 dias de exposicdo ao Al e isto foi acompanhado de maior concentracdo do
horménio éacido abscisico (ABA) nas folhas. Reducdes significativas no crescimento da
raiz foram observadas aos 30 dias. Logo, reducdes nos parametros hidricos e hidraulicos,
em plantas expostas ao Al ocorreram bem antes da inibicdo no crescimento da raiz.
Plantas de I. paraguariensis foram expostas a 0, 500, 1000 e 1500 uM Al para testar se 0
Al induz o crescimento com consequente melhora na performance fotossintética. Plantas
expostas a 500 e 1000 uM Al apresentaram maior crescimento e biomassa em relagdo as
plantas crescendo sem Al. A auséncia de Al comprometeu o crescimento da raiz, reduziu
a hidratacdo foliar e resultou em diminuicdo na performance fotossintética. Mudas de Q.
grandiflora foram expostas a 0, 740 e 1480 uM Al a fim de verificar se 0 Al na solugéo
nutritiva aumenta a assimilagdo de CO> devido a uma melhor eficiéncia aparente de
carboxilacdo da enzima ribulose-1,5-bifosfato carboxilase-oxigenase (Rubisco). Neste
experimento evidenciamos que plantas expostas aos dois tratamentos com Al
apresentaram melhor desenvolvimento de raiz e maiores taxas de trocas gasosas devido a
uma maior eficiéncia aparente de carboxilacdo da Rubisco. Porém essa maior eficiéncia
da Rubisco esta mais associada a melhor hidratacéo das folhas e trocas gasosas do que a
algum efeito direto do Al sobre a performance da enzima. A auséncia de Al tornou as
raizes destas plantas necraticas, disfuncionais e, consequentemente, menor hidratacéo das

folhas foi observada.

Palavras-chave: AIP*; fluxo de seiva; trocas gasosas; relagdes hidricas; Rubisco;



Abstract

In sensitive plants, inhibition of root elongation is the first symptom of Al toxicity. This
inhibition has been associated with low leaf hydration, with negative consequences for
leaf gas exchange, including stomatal conductance (gs). On the other hand, some plants
are able to grow well on acidic soils with high Al available, and some of this species
accumulating high Al in their tissues (Al-accumulators), without showing toxicity
symptoms. Therefore, in the present work, to test different hypotheses in relation to Al,
we used tree different species, a sensitive to Al (Citrus x limonia), a tolerant to Al (llex
paraguariensis) and an Al accumulator (Qualea grandiflora). All the experiments were
realized for 60 days in the nutrient solution. Plants of C. limonia were exposed to 0 and
1480 uM Al to evaluated whether low leaf hydration occur before or after the inhibition
of root growth. Lower gs was observed after 3 days and was associated to a high
concentration of abscisic acid (ABA) in leaves of plants exposed to Al. Root growth
inhibition was evidenced at 30 days in plants exposed to Al and this occurred after hydric
and hydraulic parameters are affect by Al. Plants of I. paraguariensis were exposed to 0,
500, 1000 and 1500 uM Al to test whether Al improves growth with consequently
increases in the photosynthetic performance in this specie. Improvements in biometric
and biomass parameters were observed for plants exposed to 500 and 1000 uM Al in
relation to those not exposed to Al. The absence of Al affects the root growth, that
consequently reduced the leaf hydration and photosynthetic performance. Seedling of Q.
grandiflora were exposed to 0, 740 and 1480 uM Al to test whether the Al increase the
carbon assimilation through enhanced apparent carboxylation efficiency of ribulose-1,5-
biphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco). Plants exposed to both Al treatments
showed new white roots, increased root biomass and apparent carboxylation efficiency
was higher in these plants. However, this higher efficiency is more associated with better
leaf hydration and gas exchange rates instead the direct effect of Al in Rubisco
performance. On the Other hand, plants not exposed to Al showed no root growth,
necrotic roots, and low gas exchange rates with decreased apparent carboxylation

efficiency.

Key words: Al®; sap flow; gas exchange rates; water relations; Rubisco



INTRODUGCAO GERAL

O aluminio (Al) é o terceiro elemento mais abundante da crosta terrestre (von
Uexkiill and Mutert, 1995) e ocorre naturalmente no solo nas formas nao toxicas de
Oxidos e aluminossilicatos. Entretanto, em solos &cidos (pH < 5.0) esses minerais séo
solubilizados e formas potencialmente tdxicas sdo liberadas para o solo (Singh et al.,
2017). Dentre estas formas toxicas, o Al(OH)s>*, também conhecido como AI®*, ¢
considerado a forma mais tdxica para a grande maioria das plantas (Kochian 1995; Horst
et al., 2010). Uma vez que aproximadamente 30% das areas livres de geleiras do mundo
sdo constituidas de solos acidos (von Uexkiill and Mutert, 1995), o Al € um dos principais
fatores abidticos que pode interferir no crescimento de plantas sensiveis e tolerantes ao

redor do mundo.

Em plantas sensiveis, um dos primeiros e mais conhecidos sintomas de toxicidade
ao Al é a rapida inibicdo no crescimento da raiz (Kopittke et al. 2008; Horst et al. 2010;
Silva et al. 2019) que pode ser detectado em poucas horas de exposicdo ao Al (Koppittke
et al., 2008). O Al pode se ligar a sitios do apoplasto e/ou simplasto das células da raiz
(Kochian, 1995; Horst et al., 2010; Kopittke et al., 2015), levando ao enrijecimento
celular e ruptura da epiderme (Koppittke et al., 2008) e, consequentemente, causando
reducdes no crescimento da raiz. Alguns estudos demonstram que o Al aumenta a
biossintese de auxina (&cido indolacético — AlA) nas pontas das raizes e, em relacdo a
concentracdo de AIA na parte aérea, altas concentracdes de AIA nas raizes pode
prejudicar o crescimento da raiz (Ryan et al., 1993; Silva et al., 2019). Ainda, uma
possivel alteracdo do potencial de membrana (Ahn et al., 2002) e menor permeabilidade
a dgua (Blamey et al., 1990; Horst et al., 2010) podem diminuir o potencial de pressdo

hidrostatico (Wp) e causar menor expansao celular neste 6rgao.

Além dos efeitos diretos e deletérios do Al no crescimento da raiz, este elemento
também prejudica, indiretamente, o0 crescimento da parte aérea em plantas sensiveis
(Vitorello et al. 2005; Gavassi et al. 2021). Alguns estudos sugerem que reducdes no
crescimento da raiz, causado pelo Al, resultaria em uma menor area de superficie de raiz
para a absorcdo de agua e hidratacdo da parte aérea (Horst, 1995; Kochian et al., 2004).
De fato, redugdes na condutancia estomatica (gs) (Simon et al. 1994; Konrad et al. 2005;
Silva et al. 2012), no potencial da 4gua na folha (Ww) e no contetdo relativo de agua na

folha (CRA) (Silva et al. 2018; Cavalheiro et al. 2020) j& foram observados em plantas



expostas ao Al, evidenciando que reducdes no crescimento da raiz resultariam em
diminuigdes na hidratagdo foliar, resultando em menor gs. Entretanto, uma vez que a
maioria dos estudos que avaliam a resposta do Al sdo realizados com plantas crescendo
em solucdo nutritiva, situacdo em que a agua ndo é um fator limitante, € possivel que
reducdes na area de superficie de raiz ndo seja suficiente para explicar reducbes na

hidratagdo foliar e em gs.

Danos anatémicos ao cilindro vascular da raiz, como a presenca de xilema fibroso
(Banhos et al., 2016) e maior deposi¢édo de lignina no cilindro vascular (Silva et al., 2019)
foram observados em plantas de Citrus x limonia quando cultivadas em solucdo nutritiva
com 1480 uM Al. Em Zea mays, danos estruturais nas células do cilindro vascular
também foram evidenciados quando expostas a 300 uM Al (Batista et al., 2013). Além
disso, diminui¢des na condutividade hidraulica da raiz foram observadas em plantas de
Z. mays (Gunse et al., 1997) e em Solanum lycospersicum (Gavassi et al., 2020) quando
expostas ao Al. Estes estudos sugerem que o Al, além de inibir o crescimento da raiz,
também pode afetar a absorcao e o transporte de dgua para a parte aérea. Além disso, nao
se sabe se 0 impedimento no transporte de agua ocorre antes ou depois do Al inibir o

crescimento da raiz.

A presenca do Al na raiz também pode desencadear sinais quimicos para a parte
aérea da planta e, uma vez que redu¢des em gs ja foram evidenciadas em plantas sensiveis
ao Al (Jiang et al., 2008; Silva et al., 2012; Banhos et a., 2016; Silva et al., 2018;
Cavalheiro et al., 2020 Gavassi et al., 2020) € possivel que o horménio &cido abscisico
(ABA) esteja diretamente relacionado com o fechamento estomatico (menor gs) nessas
plantas. O ABA tem sido amplamente estudado em plantas expostas ao Al (Shen et al.,
2004; Hou et al., 2010 Kopittke, 2016), porém estes estudos associam o ABA mais com
a resisténcia ao Al do que com a baixa hidratacdo foliar e gs. Estudos recentes
evidenciaram a associagdo do ABA com diminuigdes em gs em plantas de S.
lycospersicum (Gavassi et al., 2020) e em C. x limonia (Gavassi et al., 2020) expostas ao

Al, entretanto estes estudos nao avaliaram gs e crescimento da raiz ao longo do tempo.

Por outro lado, algumas espécies sdo capazes de crescer bem em solos acidos com
elevada saturacdo por Al, sem apresentar sintomas de toxicidade (Watanabe e Osaki,
2002; Fung et al., 2008; Bressan et al., 2021). Algumas espécies sdo consideradas

“excludentes” de Al, e exsudam &cidos organicos (AO) (citrato, malato, oxalato e



succinato) pelas raizes para formar compostos estaveis com o Al (AO:Al) na rizosfera,
podendo barrar a absorcdo deste metal (Ryan, 2011). Outras espécies sdo capazes de
absorver, acumular e armazenar o Al em compartimentos celulares, como parede celular
e vacuolos (Haridasan, 1982; Jansen et al., 2002; Bressan et al., 2016). E necessério
enfatizar, no entanto, que para ser considerada acumuladora de Al, estudos de campo
devem demonstrar que acumulam mais de 1000 mg Al por kg de massa seca de folhas
(Chenery 1948). Dessa forma, plantas que crescem naturalmente em solos acidos podem

apresentar uma resisténcia natural ao Al (Souza et al., 2017).

Embora o Al ndo seja considerado um elemento essencial para as plantas
acumuladoras de Al, alguns efeitos benéficos deste elemento foram relatados para
algumas espécies (Watanabe et al., 2005; Muhammad et al., 2019; Liu et al., 2020).
Plantas de Melastoma malabathricum (Osaki et al., 1997), Camellia sinensis (Sun et al.,
2020) e Symplocos paniculata (Schmitt et al., 2016), quando cultivadas na presenca de
Al apresentaram maior crescimento da raiz e maior biomassa total em relacéo as plantas
ndo expostas ao Al. Além disso, a presenca de Al também aumentou a performance
fotossintética de Camellia sinensis (Hajiboland et al., 2013) e Camellia japonica (Liu et
al., 2020). Entretanto, o mecanismo pelo qual o Al estimula o crescimento em plantas
acumuladoras de Al ainda néo é totalmente compreendido.

llex paraguariensis € uma espécie da familia Aquifoliaceae, popularmente
conhecida como erva-mate, e bastante cultivada e consumida como cha em paises da
América do Sul, ja que suas folhas e ramos sdo utilizados para o preparo de infusdes.
Diversos efeitos benéficos para a saide humana estdo associados ao consumo de infusfes
de erva-mate (Xu et al., 2009; Bracesco et al., 2011). Contudo, por ser uma espécie que
naturalmente cresce em solos &cidos com elevada saturacdo por Al (Santin et al., 2013),
alguns estudos apontam quantidades significativas de Al em suas folhas e infusdes
(Gomes da Costa et al., 2009; Pozebon et al., 2015; Barbosa et al., 2020; Olivari et al.,
2020) que pode ser potencialmente tdxico para a saude humana (Mold et al., 2020).
Entretanto, apesar da raiz ser o primeiro 6rgéo a entrar em contato com o Al e, conforme
a resposta de tolerancia da planta, resultar em acimulo foliar, poucos estudos priorizam
0 entendimento sobre o desenvolvimento da raiz em plantas de erva-mate em presenca de
Al. Um desses poucos estudos foi realizado por Benedetti et al. (2017) que evidenciou

maior desenvolvimento de raiz em mudas de erva-mate quando expostas a concentragoes

10



crescentes de Al em solucgdo nutritiva. Porém, poucas variaveis fisiologicas tem sido

exploradas quando plantas dessa espécie sao cultivadas em presenca de Al.

Espécies acumuladoras de Al também sdo encontradas na vegetacdo do Cerrado,
que tem como caracteristica solos &cidos (pH < 4.0) com elevada saturacdo de Al trocavel
(m% > 50%) (Haridasan 1982; Lira-Martins et al. 2022). A maioria das plantas
acumuladoras de Al do Cerrado pertencem as familias Melastomataceae, Rubiaceae,
Symplocaceae e Vochysiaceae (Haridasan 1982; Bressan et al. 2016; Malta et al. 2016) e
podem acumular desde 4.000 até 20.000 mg Al por kg de massa seca de folhas (Haridasan
1982; Haridasan e Araljo 1988).

Alguns estudos tém atribuido funcdes fisiolégicas ao Al em espécies
acumuladoras. Em Callisthene major, Qualea grandiflora (Vochysiaceae) (Andrade et
al., 2011) e Rudgea virbunoides (Rubiaceae) (Malta et al., 2016) espécies lenhosas do
Cerrado acumuladoras de Al, foi evidenciada a presenca deste elemento no cloroplasto
destas espécies. Estes estudos levantaram o questionamento de que talvez o Al possa estar
relacionado, diretamente, com processo fotossintético nestas espécies. No entanto, outros
estudos ndo evidenciaram reacdes histoquimicas positivas para Al nos cloroplastos, nem
mesmo nos tecidos fotossintéticos, sendo que o Al foi evidenciado na camada superior e
inferior da epiderme (mas nédo no parénquima clorofiliano) de espécies acumuladoras de
Al de Melastomataceae e Vochysiaceae do Cerrado (Bressan et al., 2016; Guilherme
Pereira et al., 2018). Mudas de Vochysia tucanorum (Vochysiaceae) quando cultivadas
em solugdo nutritiva com 1110 uM Al, apresentaram melhor performance fotossintética
do que plantas cultivadas na auséncia de Al, porém isto foi relacionado com um maior
crescimento da raiz do que com um possivel efeito direto do Al na fotossintese (Bressan
etal., 2021).

Diante do que foi exposto, na presente Tese de Doutorado foram avaliados o efeito
do Al na hidratacdo da parte aérea em Citrus x limonia, uma espécie sensivel ao Al, no
crescimento e nas respostas fotossintéticas em llex paraguariensis, uma espécie tolerante
ao Al, e em Qualea grandiflora, uma espécie acumuladora de Al nativa do Cerrado. A
partir disso, trés experimentos foram realizados e estdo aqui apresentados no capitulo 1,
2 e 3. Para o experimento do capitulo 1, plantas de Citrus x limonia foram cultivadas por
60 dias em solucéo nutritiva com 0 e 1480 uM Al, para avaliar se reducdes na hidratagédo

foliar, em plantas expostas a 1480 uM Al, ocorrem antes ou depois da inibi¢cdo no
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crescimento de raiz. No capitulo 2, plantas de Ilex paraguariensis foram cultivadas por
60 dias em solucdo nutritiva contendo 0, 500, 1000 e 1500 uM Al, para testar se o Al
induz o crescimento das raizes e da parte aérea nesta espécie com consequente aumento
na performance fotossintética. Também avaliamos se redugdes no crescimento da raiz,
nas plantas crescendo na auséncia de Al, esta relacionado com maiores concentracfes de
IAA, uma vez que altas concentracdes de IAA nas pontas das raizes podem inibir o seu
crescimento. Por fim, no capitulo 3, mudas de Qualea grandiflora cresceram por 60 dias
em solugéo nutritiva com 0, 740 e 1480 uM Al, a fim de verificar se o Al na solugéo
nutritiva aumenta a assimilacdo de CO; através de uma maior eficiéncia aparente de

carboxilagéo da enzima ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenasse (Rubisco).
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CONSIDERACOES FINAIS

Diante do que foi exposto nos trés capitulos apresentados neste trabalho,
observamos que as plantas podem ter diferentes respostas fisiologicas quando expostas
ao Al. Em plantas sensiveis, como é o caso de C. limonia, vimos que o Al afeta a
hidratacdo foliar, através de redu¢des nos parametros hidricos e hidraulicos, sendo que
estas limitagOes ocorreram bem antes da inibicdo no crescimento da raiz. Por outro lado,
existem plantas que sdo capazes de crescer bem e até mesmo se beneficiar quando
expostas ao Al, e isto foi observado em plantas de I. paraguariensis e Q. grandiflora.
Plantas de llex paraguariensis expostas a 500 e 1000 uM Al apresentaram maior
crescimento em relagdo as plantas crescendo sem Al, sendo que a auséncia de Al
comprometeu o crescimento da raiz, reduziu a hidratacédo foliar e resultou em diminuigéo
na performance fotossintética. Ja plantas de Q. grandiflora quando expostas ao Al
apresentaram melhor desenvolvimento de raiz e maiores taxas de trocas gasosas devido a
uma maior eficiéncia aparente de carboxilacdo da Rubisco. Em contrapartida, auséncia
de Al prejudicou o crescimento das raizes destas plantas, que se tornaram necroticas e
disfuncionais. Desta forma, mais estudos sdo necessarios para avaliar como o Al interfere
na hidratacdo de plantas sensiveis, e também quais 0s mecanismos por tras do Al

estimular o crescimento em plantas tolerantes e acumuladoras de Al.
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