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PERFIL METABOLICO DE Qualea dichotoma (Mart.) Warm.
(VOCHYSIACEAE) EM RESPOST’A A PRESENCA DE ALUMINIO COM
ANALISES HISTOQUIMICAS E FISIOLOGICAS



1. Metabolic profile Qualea dichotoma (Mart.) Warm. (Vochysiaceae) in response

to the presence of aluminum with physiological and histochemical analyzes.

1.1. Abstract

The aluminium (Al), in acid soils, becomes quite toxic to many plants and limits
crop production worldwide. However some species of the Cerrado do not resent the
presence Al, on the contrary, they benefit from it and may accumulate this metal in
large quantities in their tissues. This event is not well undestood and only few works
depict biochemical and molecular aspects of this phenomenon. Thus, the aim of this
study was to analyze the gorwth of Qualea dichotoma (Mart.) Warm. in the presence
and absence of Al, as well as physiological and metabolic aspects concerning the role of
this metal in this species. Also, the mobilization of Al within the plant was also
investigated in order to understand how this species reacts ti the presence and absence
of Al. Therefore, 120 day-old Q. dichotoma plants were grown with and without Al
(AICI3 - 150 uM). Growth analyses were performed at 30, 60 and 120 days using 20
individuals of each treatment. After 60 days, photosynthetic pigments, Al mobilization
by histochemical tests and quantification of metabolites by GC-MS in both treatments
were analyzed. Sixty-day old plants treated with Al had higher shoot and root growth,
as well as higher levels of chlorophyll a, b and carotenoids. The histochemical test
revealed that both treatments showed staining for leaf (midrib) and root, but plants
grown with Al appeared to stain more intensely. The shoot of plants that did not receive
Al showed no staining, indicating that it does not accumulate Al and work as a pathway
from roots to shoots. The metabolic analysis showed that there was four times more
organic acids in plants that did not receive Al, suggesting the possibility of Q.
dichotoma plants were under stress Al due to the lack of Al. Additionally, the amino
acid serine was abundant in roots from control plants. Moreover, together with the high
content of reducing sugars may indicate an abiotic stress associated with the absence of
Al supplementation. Conversely, the greater abundance of myo-inositol, quinic acid and
sucrose in leaves and roots of Al-treated plants may be related to better development of
these plants. The data strongly suggests that Q. dichotoma use Al in its metabolism,

which, somehow, promotes better growth and development of this plant.



Keywords: Aluminium, Qualea dichotoma, Metabolic profile, histochemistry,

physiological response.



2. Perfil metabdlico de Qualea dichotoma (Mart.) Warm. (Vochysiaceae) em
resposta a presenca de aluminio com andlises histoquimicas e fisiologicas.

2.1. Resumo

O Al, em solos acidos, torna-se bastante toxico para muitas plantas e limita a
producdo de culturas em todo o mundo. No entanto algumas espécies do Cerrado nao
ressentem a presenca do Al, pelo contrario, beneficiam-se desse metal, acumulando-o
em grandes quantidades em seus tecidos. As respostas para este evento ainda ndo séo
muito conhecidas devido poucos trabalhos retratarem o0s aspectos bioquimicos e
moleculares a respeito. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi analisar o crescimento
de Qualea dichotoma (Mart.) Warm. na presenca e auséncia de Al, bem como analisar
aspectos fisioldgicos e metabolicos relacionados com o papel deste metal nesta espécie.
Além disso, a mobilizacdo do Al dentro da planta foi investigada, a fim de compreender
como esta espécie reage na presenca e auséncia de Al. Portanto, por 120 dias plantas de
Q. dichotoma foram cultivadas na presenca e auséncia de AICl3 (150 uM). As analises
de crescimento foram realizadas aos 30, 60 e 120 dias, utilizando 20 individuos de cada
tratamento. Apos 60 dias foram analisados os pigmentos fotossintéticos, a mobilizacao
do Al por testes histoquimicos e a quantificacdo de metabdlitos por GC-MS nos dois
tratamentos. A partir dos 60 dias as plantas tratadas com Al apresentaram maiores
crescimentos aéreo e radicular assim como maiores teores de clorofila a, b e
carotenoides. O teste histoquimico revelou que ambos tratamentos apresentaram
coloracdo para folha(nervura central) e raiz, porém as plantas cultivadas com Al tiveram
coloragdo mais intensa. O caule das plantas que ndo receberam Al ndo apresentaram
nenhuma coloracdo, indicando que este ndo acumula Al e pode ser apenas um caminho
do metal das raizes para as folhas. A analise metabdlica mostrou que havia quatro vezes
mais acidos organicos nas plantas que ndo receberam Al, indicando a possibilidade de
Q. dichotoma néo sofrer com o estresse do Al. Adicionalmente o aminoacido serina foi
abundante em raizes das plantas controle. Além disso, juntamente com o elevado teor de
acucares redutores pode indicar um estresse abiotico associado com a auséncia de Al.
Em contrapartida, a maior abundancia de mio-inositol, acido quinico e sacarose nas
folhas e raizes das plantas tratadas com Al pode estar relacionada ao melhor

desenvolvimento dessas plantas. Os dados sugerem fortemente que Q. dichotoma utiliza



0 Al em seu metabolismo, o que, de alguma forma, promove um melhor crescimento e
desenvolvimento da planta.

Palavras chave: Aluminio, Qualea dichotoma, perfil metabdlico, histoquimica,

resposta fisioldgica.



3. INTRODUCAO GERAL

O aluminio tem sido um fator que muito tem contribuido para a limitacdo na
producdo de inumeras culturas em diversas partes do mundo. Quando em pH <5,5 o0 Al
é solubilizado no solo e forma o fon trivalente AI** que é sua versdo mais toxica para a
maioria das plantas (Kochian, 1995). O fato € que para estas plantas a presenca desse
metal no solo juntamente com outros fatores pode ocasionar dentre outras
consequéncias uma diminuicdo de elementos como fésforo (P), célcio (Ca), magnésio
(Mg) e potassio (K) que séo essenciais para o crescimento normal das plantas (Kochian,
1995; Echart e Cavalli-Molina, 2001).

Desta forma, com tamanha importancia para agricultura e consequentemente
para economia, o efeito toxico do Al em plantas tem sido bastante estudado nas Ultimas
décadas, sendo relatado por varios autores muitos efeitos que sdo comuns para a maioria
das plantas consideradas sensiveis, como trigo (Delhaize e Ryan, 1995; Ma et al.,
2004), arroz (Vicente et al., 1998), milho (Wang et al., 2015) e feijdo (Massot et al.,
1999, 2002). Estas plantas quando expostas mesmo a quantidades minimas de Al sdo
afetadas drasticamente.

Este efeito tdxico mais severo se da basicamente pela capacidade que o Al mais
fitotoxico (AI**) tem de se ligar a componentes celulares como membrana plasmatica,
parede celular e protoplasma (Kochian et al., 2004). Uma vez apresentado a planta, o Al
afeta o sistema radicular e compromete a absor¢do de dgua e nutrientes levando a uma
diminuicdo do crescimento e desenvolvimento geral das plantas sensiveis (Tabaldi,
2008). Em consequéncia, as caracteristicas da intoxicacdo observadas na parte aérea da
planta em geral sdo de deficiéncias nutricionais como clorose e atrofiamento foliar
(Codognotto et al., 2002).

Em resumo, o Al pode agir direta ou indiretamente no funcionamento de todo o
metabolismo da planta, podendo oxidar biomoleculas como pigmentos
fotossintetizantes, proteinas, lipidios e acidos nucléicos (Minocha et al. 1992; Kochian,
1995). Em consequéncia este metal pode afetar negativamente eventos essenciais como
a fotossintese e a sintese de aminoacidos, acidos orgéanicos e aglcares (Miguel et al.,
2010; Xu et al., 2016).



Contudo os efeitos maléficos do Al sdo sentidos diferentemente por cada espécie
de vegetal. Estudos relatam que muitas espécies desenvolveram mecanismos capazes de
defender a planta contra os efeitos do Al (Kochian, 1995; Ma et al., 2001; Delhaize et
al., 2012). O primeiro é conhecido como mecanismo de exclusdo, no qual a planta libera
acidos organicos capazes de quelar o Al ainda na rizosfera, ndo permitindo a entrada
deste no simplasto (Kochian, 1995; Ma et al., 2001). Espécies com mecanismos de
exclusdo geralmente ndo conseguem acumular mais que 0,1g de Al.Kg™ de matéria seca
(Chenery, 1948) sendo chamadas de resistentes. Ja as plantas capazes de tolerar
quantidades de pelo menos 1g de Al.LKg™ de matéria seca (Chenery, 1948) em seus
tecidos sdo conhecidas como tolerantes. Estas espécies realizam o segundo mecanismo,
que é relatado na literatura como desintoxicacdo interna, ou seja, a planta permite a
entrada do Al, porém imobiliza-o internamente com &cidos organicos em
compartimentos celulares inativando-o na planta (Kochian, 1995; Ma et al., 2001;
Hartwig et al., 2007; Ryan et al., 2011).

Estudos tem mostrado que biomas como o Cerrado, que possui um solo
tipicamente &cido, abriga diversas familias com espécies representantes capazes de
acumular grandes quantidades Al que podem chegar até 14 g de Al.Kg™ de matéria seca
em tecido foliar. Dentre estas, algumas familias (Melastomataceae, Rubiaceae e
Vochysiaceae) tém recebido destaque na literatura (Haridasan, 1982). Até o momento
os estudos envolvendo estas espécies e o Al tem sido voltado para aspectos fisioldgicos
e histoquimicos, os quais revelaram uma dependéncia facultativa ou ndo destas plantas
a0 metal e sua translocacéo dentro da planta (Machado, 1985; Haridasan, 2008"; Silva,
2012). Diante disto torna-se de grande valia estudos moleculares e bioquimicos que
possam contribuir para a elucidacdo do metabolismo do Al nestas plantas ja que estes

sdo pouco encontrados na literatura (Silva, 2012).

Portanto a espécie escolhida para a realizacdo deste trabalho foi a Qualea
dichotoma (Mart.) Warm., dentre outros fatores por estar inserida em uma familia
(Vochysiaceae) do Cerrado, na qual todos os individuos sdo acumuladores de grandes
quantidades de Al. Q. dichotoma pode ser encontrada em diversos tipos de solos,
porém com maior frequéncia em solo distréfico com pH 4,5 a 4,7 (Rodrigues e
Monteiro de Aradjo, 2013). O objetivo deste trabalho € analisar esta espécie na presenga

e auséncia de Al quanto aos aspectos fisiologicos, morfologicos, histoquimicos e



metabdlicos a fim de se obter informagdes que possam vislumbrar o metabolismo do Al

nesta espécie acumuladora.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Aluminio no solo

Os solos do Cerrado séo tipicamente acidos (pH ~ 5,5) e distroficos. Esse fato se
deve a intensa lixiviagdo durante longo periodo geologico que levou ao
empobrecimento nutricional e acidez caracteristica. Tais caracteristicas do solo do
Cerrado se devem a continua retirada de elementos quimicos do solo como Cae Mg e a
concomitante substituicdo destes por Al e hidrogénio (H). Além disso, os baixos teores
de matéria organica, de nitrogénio (N), de K e elevados niveis de ferro (Fe) e manganés
(Mn), que contribuem para aumentar a acidez sdo caracteristicas destes solos
(Malavolta, 1980; Lopes et al., 1991; Oliveira et al., 2005; Coutinho, 2006).

O Al é o terceiro elemento mais abundante na crosta terrestre (Jansen et al.,
2002) perdendo apenas para o silicio (Si) e oxigénio (O) (Ma et al., 2001). A
disponibilidade do Al € controlada principalmente pelo fator pH do solo (Malavolta,
1980). Em solos neutros o Al forma complexos estaveis com o Si e O, porém em solos
acidos (pH < 5,5) este metal € solubilizado na solucéo do solo formando o ion trivalente
APF*. O AI** ¢ a forma de maior fitotoxicidade para a maioria das plantas (Kochian,
1995; Ma et al., 2001; Jansen et al., 2002).

A literatura mostra que, mesmo em concentracdes reduzidas, muitas espécies de
plantas sdo negativamente afetadas pelo AI** nos solos, limitando a produtividade de
muitas culturas como de trigo (Delhaize e Ryan, 1995; Ma et al., 2001; Ma et al., 2004;
Freitas et al., 2006), sorgo (Andrade Janior et al., 2005), arroz (Vicente et al., 1998),
milho (Li et al., 2000; Wang et al., 2015), feijao (Massot et al., 1999, 2002) e pinheiro
(Zhang et al., 2014). Desta forma, para a pratica da agricultura no Cerrado ¢ essencial o
uso da calagem, que consiste na adicdo de calcério nas camadas superficiais do solo
visando a elevacdo do pH. Além de corrigir a acidez, a calagem facilita o acesso das
raizes a diversos nutrientes existentes no solo. Esse processo aumenta os niveis de Ca e
Mg nos solos, e também eleva a saturacio de bases além de diminuir os teores de H” e
AI** (Natale et al., 2007).



4.2. Efeitos do Al nas plantas

O Al, em plantas sensiveis, forma um complexo com alguns elementos
essenciais como Ca, Mg, molibdénio (Mo), K e principalmente o P, interferindo na
absorcéo e movimentacdo desses elementos na planta (Kochian, 1995; Echart e Cavalli-
Molina, 2001). Em arroz, De Mendonca et al. (2003) observaram que o Al reduziu
significativamente a eficiéncia de utilizacdo de P e Ca. Esse efeito do Al também foi
observado por Freitas et al. (2006) na mesma espécie, onde além destes nutrientes o Al
também reduziu a absorcdo de Mg e K. Igualmente em raizes de milho, baixas
quantidades de Al foram suficientes para diminuir a quantidade de K, P e Mg (Wang et
al., 2015). Em pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) o aumento da concentragéo de Al na
solucdo reduziu os teores de P nas folhas e de Ca e Mg nas folhas e raizes (Steiner et al.,
2012).

Portanto, alguns dos sinais vistos em plantas sensiveis ao Al sdo decorrentes da
deficiéncia de nutrientes provocados pela presenca desse metal, pois este pode se ligar a
compostos como o P por exemplo e formar aluminofosfatos que sdo menos soluveis
para as plantas. Em consequéncia ocorre a diminuicdo na absorcdo de P (Basso et al.,
2003; Liao et al., 2006; Basso et al., 2007; Ward et al., 2011; Mimmo et al., 2013;
Zhang et al., 2015) que leva a algumas anormalidades como por exemplo clorose
provocada pela interferéncia na biossintese de clorofila e atrofiamento das folhas
(Codognotto et al., 2002; Peixoto et al., 2007).

Diversos estudos apontam o apice radicular como sitio primério da acdo do Al,
sendo que seus efeitos sobre o crescimento e desenvolvimento das raizes sdo
rapidamente refletidos em toda planta (Kochian, 1995; Braccini et al., 1998; Kochian et
al., 2004; Barcel6 e Poschenrieder, 2002; Andrade Janior et al., 2005; Hartwig et al.,
2007; Steiner et al., 2012; Zhang et al., 2014; Wang et al., 2015). Delhaize e Ryan
(1995) observaram que o inicio da inibi¢cdo do crescimento de raizes de feijdo ocorria
em apenas 60 s ap0s exposicao a concentracdes micromolares de Al. Além disso, esses
autores observaram que o apice radicular acumulava mais Al que outras partes da raiz.
Adicionalmente, em pinh&o-manso (Jatropha curcas) foi verificado uma diminuicéo
progressiva do crescimento tanto de raizes quanto da parte aérea a medida que se

aumentava as concentracdes de Al de 370 a 1.480 pmol L™ (Steiner et al., 2012). Além
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disso, plantas de pinhdo tratadas com Al apresentaram anormalidades tipicas de injurias
provocadas por este metal. Um padréo similar ao descrito acima de resposta ao Al
também foi verificado em sorgo (Andrade Junior et al., 2005), feijdo (Massot et al.,
1999, 2002), trigo (Delhaize e Ryan, 1995; Ma et al., 2001; Ma et al., 2004; Freitas et
al., 2006), arroz (Vicente et al., 1998) e milho (Li et al., 2000; Wang et al., 2015).

Em geral as raizes das plantas crescidas com Al apresentam coloracdo amarelada
ou escuras nas pontas devido a oxidacdo de compostos fenolicos. Além destes sinais de
toxicidade do Al, as raizes podem se apresentar tortuosas e espessadas, com
ramificacOes laterais e sem a presenca de pelos absorventes. Como resultado disso, a
absorcdo de &gua e nutrientes é seriamente afetada. Anatomicamente um fenémeno que
também contribui para isso € o enrugamento ou até mesmo o colapso das células
radiculares em funcdo do tempo de exposicdo e quantidade de Al (Codognotto et al.,
2002; Peixoto et al., 2010; Miguel et al., 2010.). Em adicdo, foi verificado que a coifa e
meristemas do apice também sdo afetados. Nesse caso se observa que o tamanho da
coifa é reduzido e os tecidos meristematicos sofrem um rearranjo (Codognotto et al.,
2002; Peixoto et al., 2010). Assim, com os problemas de absorcdo de adgua e nutrientes
como efeitos do Al, bem como no transporte destes na planta torna o desenvolvimento
geral da planta comprometido (Tabaldi, 2008).

Outros efeitos do Al no metabolismo das plantas também estdo relatados na
literatura. Por exemplo, o Al tem sido associado com a diminui¢do do crescimento pela
inibicdo da divisdo celular por agir sobre elementos do citoesqueleto, como
microtubulos e actina (Duressa et al., 2011; Zhang et al., 2014). Nesse caso o Al
interage com a enzima fosfolipase C que esta associada as vias de transporte de Ca, 0
qual tem seus niveis e translocacdo alterados. Isso faz com que as células percam sua
elasticidade e tenham volume diminuido (kochian, 1995; Sivaguru et al., 1999; Hartwig
et al., 2007). Em Pinus massoniana Lamb. crescendo na presenca de Al se observou a
formagdo de microtubulos descontinuos ou fragmentados, resultando em aberracfes

cromossémicas e consequentemente na inibigdo da divisao celular (Zhang et al., 2014).

Além das alteracBes nutricionais e citolégicas na planta, o Al também pode
provocar alteracdes fisiologicas e bioquimicas, afetando o metabolismo de acUcares, a

fotossintese, a respiracdo, a sintese de aminoacidos e de &cidos organicos (Rossielo e
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Neto apud Fernandes, 2006; Miguel et al., 2010; Xu et al., 2016). Como exemplo, sabe-
se gue a sintese de cisteina € aumentada em resposta a presenca de Al (Duressa et al.,
2011). A cisteina € um amino&cido crucial para a sintese de varios metabdlitos como a
glutationa reduzida, adenosil-metionina e metionina que participam em processos de
antioxidacao e desintoxicacdo do Al relacionados com a toleréncia ao Al (Yang et al.,
2007; Duressa et al., 2011). Adicionalmente, em plantas resistentes/tolerantes o Al
aumenta a biossintese e acumulo de &cidos orgéanicos que também participam do
processo de desintoxicacdo ao quelar e inativar o Al (Kumari et al., 2008; Eticha et al.,
2010; Kosova et al., 2011; Inostroza-Blancheteau et al., 2012; Brunner e Sperisen,
2013; Kochian et al., 2015).

Outro efeito metabdlico do Al é o acimulo de ROS (espécies reativas de
oxigénio — O, e H,0,). Nesse processo ocorre um aumento de peroxidases (catalase,
peroxirredoxina), as quais sdo importantes na eliminagéo dessas ROS (Yamamoto et al.,
2002; Sharma e Dubey, 2007), visto que esses composto sdo que auxiliam no processo
de antioxidacdo celular (Sharma e Dietz, 2006). Além disso, tem-se verificado uma
maior expressao de outras proteinas como Rubisco e ATP sintase relacionadas com a
fotossintese e producdo de energia na planta, respectivamente (Silva, 2012). AlteracGes
na permeabilidade da membrana plasmética em reposta a presenca de Al também foram
constatadas. Em cultivares como arroz e soja quando submetidas ao metal apresentaram
aumento na expressdo de proteinas de membrana, as quais S0 responsaveis por
intermediar a transducdo de sinal além de funcionar como fatores de transcri¢do e
transporte (Yang et al; 2007; Zhen et al., 2007).

4.3. Mecanismos de tolerancia ao Al

As plantas desenvolveram alguns mecanismos de defesa contra o Al. Esses
mecanismos podem ser classificados da seguinte forma: o primeiro é caracterizado
como mecanismo de exclusdo, pois as plantas ndo permitem a entrada desse metal e os
teores de Al n&o ultrapassam mais que 0,1g de Al.Kg™ de matéria seca (Chenery, 1948).
O segundo mecanismo de protecdo contra o Al é caracterizado pela desintoxicacéo
interna. Assim, o Al é quelado no interior das plantas e os acidos organicos fazem a
imobilizagdo do Al no simplasto, sequestrando e formando complexos estaveis no

citosol e dentro de compartimentos celulares como vactolos e membrana plasmatica
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(Kochian, 1995; Ma et al., 2001; Hartwig et al., 2007; Ryan et al., 2011; Zheng et al.,
2014).

Concernente as plantas que possuem o mecanismo de exclusdo do Al, acidos
organicos como malato, citrato e oxalato séo liberados pelas raizes formando complexos
estaveis com este metal imobilizando o Al na rizosfera. Essa estratégia impede que o Al
adentre o simplasto ou interaja com algum componente celular da planta. (Delhaize et
al., 1993; Kochian, 1995; Kochian et al., 2004; Ma, 2000, Ma et al., 2001; Ryan et al.,
2001, 2009, 2011; Mariano et al, 2005; Zheng et al., 2014; Kochian et al., 2015).

Muitas plantas de interesse agronémico possuem cultivares que tém a excluséo
do Al como mecanismo de defesa como, por exemplo, a cevada (Hordeum vulgare L.)
(Zhao et al., 2003), Citrus junos Sieb. ex Tanaka (Deng et al., 2009), Citrus grandis L.
Osbeck (Yang et al., 2011), e Citrus sinensis L. Osbeck (Yang et al., 2012), milho (Zea
mays L.) (Pellet et al., 1995), soja (Glycine max L. Merr.) (Yang et al., 2000; Liao et
al., 2006), trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum Moench. cv. Jianxi) (Zheng et al.,
1998 ) centeio (Secale cereale L. cv King) (Li et al., 2000), sorgo (Sorghum bicolor L.
Moench ) (Kochian et al., 2005). E importante ressaltar que nem sempre a quantidade
de &cidos organicos secretado é pardmetro para se medir o nivel de resisténcia de
determinada planta ao Al. Existem varios exemplos na literatura que mostram genotipos
mais sensiveis ao Al que exsudam mais acidos organicos do que 0s mais tolerantes
(Nian et al., 2005; Zheng et al., 2005; Yang et al., 2008).

Tem-se constatado que a exsudacdo de acidos organicos pode ocorrer de formas
diferentes dentro do mecanismo de exclusdo (Ma, 2000; Ma et al., 2001) No padréo I, a
partir do momento em que a planta € exposta ao Al os acidos organicos sdo rapidamente
ativados e exsudados a partir da ativagdo de um transportador na membrana. Nesse
padrdo a taxa de secrecdo dos acidos orgadnicos permanece constante mesmo
aumentando o tempo de exposicéo e, portanto, ndo ha a necessidade para ativacao de
genes (Ma, 2005; Mariano et al., 2005).

Ja no padrdo Il, o Al induz a expressdo de genes e a sintese de proteinas
envolvidas no metabolismo e transporte de anions de &cidos orgénicos. A libera¢do dos

acidos organicos acontece de forma mais tardia e ocorre um aumento na taxa de
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secrecao desses &cidos de acordo com o tempo de exposic¢do ao Al (Ma, 2000,2005; Ma
et al., 2001; Mariano et al., 2005; Yang et al., 2013).

Com respeito a0 mecanismo de desintoxicacdo interna do Al, este tipo é mais
comumente verificado em espéecies conhecidas como acumuladoras de Al, as quais
estocam no minimo 1g de AlLKg™ de matéria seca (Chenery, 1948). Um exemplo
classico de acumuladora de Al é a horténsia (Hydrangea macophylla Thunb. Ser) que é
capaz de acumular até 3 g de Al.LKg™ de matéria seca, complexados com citrato em suas
folhas e pétalas quando em solos &cidos (Ma et al., 1997). Em outra planta
acumuladora, Melastoma malabathricum L., o Al também é complexado com citrato
(Ma et al., 2001; Watanabe e Osaki, 2002). Uma planta acumuladora, Camellia sinensis
L., uma espécie de chd, tem recebido muita atencdo em estudos sobre tolerancia a este
metal. Essa planta além de acumular altos teores de Al em suas folhas tem seu
crescimento favorecido na presenca de Al (Mukhopadyay et al., 2012; Hajiboland et al.,
2013; Xu et al., 2016). Além dessas espécies, o trigo sarraceno (Klug e Hort, 2010),
Brachiaria decumbens (Stapf cv Basilisk) e Brachiaria ruziziensis (R. Ger e Evrard.)
(Wenzl et al., 2001, 2002) também sao tolerantes ao Al e acumulam altos teores desse

metal.
4.4. Efeitos do Al em plantas do Cerrado acumuladoras de Al

Plantas acumuladoras de Al tém sido estudadas ha bastante tempo, podendo ser
encontradas em savanas da Australia, assim como em outras partes do mundo. No
Cerrado, Goodland (1971) foi um dos pioneiros a estudar a relacdo dos altos teores de
Al presente nos solos deste bioma e em sua flora. Goodland (1971) sugeriu que o
escleromorfismo apresentado por espécies nativas estaria diretamente associado as
condi¢Bes &cidas dos solos do Cerrado. No entanto, foi Haridasan (1982) quem
constatou a presenca de elevadas quantidades de Al em folhas de espécies do Cerrado
pertencentes as familias Melastomataceae (Miconia ferruginata DC. e Miconia
pholiana Cogn.), Rubiaceae (Palicourea rigida Kunth.) e Vochysiaceae (Qualea
grandiflora Mart.,, Qualea multiflora Mart.,, Qualea parviflora Mart., Vochysea
thyrsoidea Phol., Vochysea eliptica Mart.). O Autor observou que essas plantas
continham mais de 1g de Al.Kg™" de matéria seca em suas folhas. Por essa razo, essas

plantas foram classificadas como acumuladoras de Al (Chenery, 1948). Adicionalmente,
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em estudos posteriores de Haridasan e Aradjo (2005) mostraram que todas as
Vochysiaceae sé@o acumuladoras de Al.

As plantas do Cerrado estdo adaptadas as condi¢des edéaficas deste bioma. Tem-
se verificado que algumas espécies acumuladoras também podem ocorrer em solos
mesotréficos (pH > 6,0 e teores de Ca e Mg mais elevados) como € o caso da
Callisthene fasciculata e varias espécies de Qualea (Haridasan, 1982; Medeiros e
Haridasan, 1985; Haridasan e Aradjo, 1988). Q. grandiflora é conhecida por acumular
Al tanto em solos distroficos como em solos mesotréficos (Haridasan, 1987). Plantas de
Q. grandiflora se desenvolvem melhor na presenga de Al (Silva, 2012). Assim,
comparadas com o respectivo controle (sem Al) plantas crescidas com Al apresentaram
maior peso seco, maior crescimento da parte aérea e radicular e ndo apresentaram sinais
de senescéncia. Por outro lado, a auséncia de Al resultou em sinais de clorose e necrose
em folhas, além de raizes oxidadas (Figura 1). Esse fato j& havia sido observado
anteriormente por Haridasan (2008") em M. albicans, que também é acumuladora de Al
guando em solos calcarios e com baixos teores de Al apresentou sinais cloroticos nas
folhas, porém ao serem transplantadas para solos acidos a clorose foliar desapareceu.
Semelhantemente, Vochysia thyrsoidea Pohl também teve o seu crescimento e aparéncia
foliar comprometidos em solos calcérios (Machado, 1985).

Quanto a acumulacdo de Al em acumuladoras nativas deste bioma, pode chegar
até 14 g de Al. Kg™ de matéria seca (Haridasan, 1982) em tecidos dos representantes da
familia Vochysiaceae. Baseado no indice de valor de importancia (IVI), como mostrado
por Ribeiro (1985) em estudos com composicao floristica de trés fitofisionomias do
Cerrado, esta € uma das familias mais importantes da flora lenhosa do Cerrado
(Haridasan e Araljo, 1988).

O Al esta presente em todas as espécies da familia VVochysiaceae (Jansen et al.,
2002) sendo possivel encontrar diversos estudos que relacionam crescimento e
desenvolvimento das plantas com o Al. Em muitos destes estudos é notavel que os
autores ndo tem considerado o efeito todxico do Al para estas espécies, visto que a
auséncia do metal tem causado sintomas na planta semelhantes a estresse (Machado,
1985; Haridasan, 20082, Silva, 2012).
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Uma das espécies de Vochysiaceae, Qualea grandiflora, se destaca por ser uma
das mais abundantes e mais importantes do Cerrado, como por exemplo em aspectos
nutricionais (Goodland, 1971; Ribeiro, 1983; Araujo, 1984). Além disso, entre as
acumuladoras do género, Q. grandiflora tem se destacado em estudos relacionados ao
Al como de analise de crescimento, localizacdo do metal em tecidos e perfil proteico
(Haridasan, 1982; Andrade et al., 2007; Silva, 2012).

Figura 1. Plantas de Qualea grandiflora aos 120 dias de crescimento. A. planta sem
adicdo de Al apresentando folhas com sinais de clorose. B. planta com adigéo de Al
apresentando folhas vistosas. C. raiz da planta sem adicdo de Al (esquerda) e com
adicéo de Al

4.5. Qualea dichotoma (Mart.) Warm. (Vochysiaceae)

Inserida na familia VVochysiaceae, Qualea dichotoma (Mart.) Warm. (Figura 2),
planta objeto do presente estudo, é popularmente conhecida como pau terra da areia, de
habito arb6reo, medindo de 10 — 18 m de altura e DAP (didametro a altura do peito) de
40-50 cm. Suas folhas s&o simples e coriaceas, tomentosas na face abaxial e glabras na
face adaxial. A floracdo ocorre entre outubro e novembro e o amadurecimento dos

frutos de Agosto a Setembro do ano subsequente (Lorenzi, 1992).

Q. dichotoma é uma planta com muitas caracteristicas xeromorficas e pode ser
encontrada em varios tipos de solos incluindo terrenos arenosos, contudo prefere
terrenos onde a drenagem é baixa (Lorenzi, 1992). Q. dichotoma pode ser encontrada
também na formacdo de florestas semi-decidua (Oliveira-Filho e Fontes, 2000). Porém,

assim como a maioria das espécies de Vochysiaceae, Q. dichotoma ocorre com maior
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frequéncia em solo distrofico com pH 4,5 a 4,7 e saturacdo de bases de 4% a 5%
(Rodrigues e Monteiro de Araujo, 2013).

Estudos em matas de galeria ou ciliares foi verificado a ocorréncia de Q.
dichotoma neste ambiente. Nessas condi¢des Q. dichotoma é uma das representantes
com maior DAP médio e maior capacidade de producdo de carvdo vegetal, além de ter a
maior producdo de biomassa conjuntamente com outras acumuladoras de Al como

Vochysia pyramidalis e Callisthene major (De Paula et al., 1996).

Esta espécie foi selecionada para este estudo por pertencer a familia e género
com maior numero de representantes que tém capacidade de acumular Al. Além disso,
como dito anteriormente, essas plantas ndo sdo prejudicadas quanto a absorcdo de
nutrientes e desenvolvimento em funcdo da presenca de Al no solo (Haridasan, 2008").
Adicionalmente, embora a literatura mostre que sementes dessa espécie tenha uma
porcentagem de germinacdo aproximadamente de 20% (Lorenzi, 1992), essa espécie se
mostrou adequada para 0s experimentos devido uma grande quantidade de sementes

germinadas, aproximadamente 90%.

17



o )“ 0 3 | N\

Figura 2. Fotos de Q. dichotoma (Mart.) Warm. adulta no campo. A- Vista geral da
planta adulta. B — Detalhe do tronco. C — Vista detalhada das folhas. D — Vista do fruto
discente ja aberto sem sementes. Fotos cedidas por Natalia Pires (2016).

5. JUSTIFICATIVA

A anélise e identificacdo de metabo6litos como acidos organicos, acucares, dentre
outros abundantemente diferentes em plantas crescidas na presenca e auséncia de Al
poderdo contribuir para entender os processos fisioldgicos e metabdlicos do Al em

plantas acumuladoras nativas.

A literatura mostra que alguns destes compostos como, por exemplo, acidos
organicos estdo envolvidos no metabolismo do Al em plantas resistentes e tolerantes
(Kochian, 1995; Ma et al., 2001) além disso muitos outros compostos tanto do
metabolismo primario quanto secundario podem ser pec¢as fundamentais para elucidagédo
dos processos metabolicos que envolvem este metal em plantas; Xu et al., 2016).
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6. OBJETIVO GERAL

Determinar o perfil metabdlico de plantas de Qualea dichotoma Mart. (Warm.)
cultivadas na presenca e auséncia de Al, assim como os efeitos da auséncia desse metal

sobre o crescimento de plantas dessa espécie.

6.1. Objetivos especificos

e Realizar a analise comparativa de crescimento das plantas de Q. dichotoma
cultivadas na presenca e auséncia de Al.

e Detectar a presenca e distribuicdo de Al em diversos 6rgaos dessa planta.

e Quantificar pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotenoides) nas folhas
de Q. dichotoma crescidas na presenca e auséncia de Al.

e Quantificar comparativamente metabdlitos como acidos organicos, acucares e

aminoéacidos em folhas e raizes de Q. dichotoma.
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CAPITULO I: Anélise da resposta fisiolégica de Qualea
dichotoma (Mart)) Warm. (Vochysiaceae) na presenca e

auséncia de aluminio.
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1. Andlise da resposta fisioldgica de Qualea dichotoma (Mart) Warm.

Vochysiaceae na presenca e auséncia de aluminio.

1.1. Abstract

The toxic effect of Al on sensitive plants has been a major problem in acid soils,

which is a limitation to the growth of many crop plants. The AI**

IS phytotoxic because
it can bind to several molecules such as the membrane phospholipids, which reduces the
plasma membrane permeability. In addition, this metal may decrease chlorophyll
biosynthesis. Many plants can reduce these toxic effects by excluding or tolerating large
amounts of Al. Other plants, however, some found in the Cerrado, besides not resenting
the presence of Al, it helps in the growth and development of these plants. The aim of
this study was to analyze the growth of Qualea dichotoma (Mart.) Warm. in the
presence and absence of Al, as well as to quantify the content of photosynthetic
pigments in both treatments. After germination, Q. dichotoma plants were grown in
vermiculite for 120 days and fed with nutrient solution with and without Al in the form
of AICI; (150 M). The measurements of the parameters took place at the 30, 60 and 120
day. Photosynthetic pigments were measured at the 60 day of cultivation. Q. dichotoma
plants grown with Al had a growth of the shoot (104,67%) and root (54,52%) of the
control plants after 60 days of cultivation. These plants also had healthier
characteristics. In the analysis of photosynthetic pigments, plants grown with Al also
had higher contents of chlorophyll a, b and carotenoids (16,96, 12,10, 4,78) pg.cm™
than control plants (8,61, 4,03, 1,91) pug.cm™. The results indicated that Q. dichotoma
uses Al in several physiological processes, which leads to better growth and

development.

Keywords: Aluminum, Qualea dichotoma, physiological response, Cerrado,

Vochysiaceae.
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2. Andlise da resposta fisiologica de Qualea dichotoma (Mart) Warm.
(Vochysiaceae) na presenca e auséncia de aluminio.

2.1. Resumo

O efeito toxico do Al sobre as plantas sensiveis tem sido um grande problema
em locais de solos acidos devido a limitacdo do crescimento de muitas culturas vegetais.
O AI** é fitotoxico uma vez que pode se ligar a diversas moléculas tais como 0s
fosfolipidios de membrana e reduzir a permeabilidade da membrana plasmética. Além
disso, este metal também pode diminuir a biossintese de clorofila. Muitas plantas
podem reduzir esses efeitos toxicos pela exclusdo ou tolerar grandes quantidades de Al.
. Outras plantas, porém, encontradas no Cerrado além de ndo serem afetadas pelo Al se
desenvolvem melhor em sua presenca. O objetivo deste trabalho foi analisar o
crescimento de Qualea dichotoma (Mart.) Warm. na presenca e auséncia de Al, assim
como analisar seus pigmentos fotossintetizantes nos dois tratamentos. Apds germinacgédo
as plantas de Q. dichotoma foram cultivadas em vermiculita durante 120 dias e nutridas
com solucéo nutritiva com e sem Al na forma de AICI3 (150 uM). Aos 30, 60 ¢ 120 dias
foram realizadas medidas da parte aérea e radicular. Os pigmentos fotossintéticos foram
quantificados aos 60 dias de cultivo. As plantas cultivadas com Al superaram o
crescimento aéreo (104,67%) e radicular (54,52%) das plantas controle a partir dos 60
dias de cultivo. Estas plantas também apresentaram caracteristicas mais saudaveis. Na
analise de pigmentos fotossintéticos, as plantas cultivadas com Al também obtiveram
maiores teores de clorofila a, b e carotenoides (16,96, 12,10, 4,78) pg.cm™ do que as
plantas controle (8,61, 4,03, 1,91) pug.cm™. Os resultados indicaram que Q. dichotoma
utiliza o Al em varios processos fisiologicos, o que leva a um melhor crescimento e

desenvolvimento.

Palavras chave: Aluminio, Qualea dichotoma, resposta fisiol6gica, Cerrado,

Vochysiaceae.

34



3. INTRODUCAO

O efeito tdxico do Al sobre as plantas tem sido amplamente estudado e discutido
em diversos trabalhos. Por longos anos a fitotoxicidade desse metal tem sido um grande
problema dos solos acidos, limitando o crescimento de muitas culturas vegetais
(Delhaize e Ryan, 1995).

Em plantas sensiveis, o Al provoca uma diminuicdo na absorcéo, translocagéo e
transporte de agua e nutrientes como P, K, Ca, Mg e Mo (Freitas et al., 2006), assim
como severas alteracdes citologicas como alteracbes em microtubulos, desorganizacdo
das proteinas nucleolares e fragmentagdo do cromossomo, resultando em mutacGes nas
fases da divisdo celular (Echart e Cavali-Molina, 2001; Zhang et al., 2014). Esses
eventos ocorrem, dentre outros fatores, pelo fato do Al se ligar a diversas moléculas
como por exemplo os fosfolipidios de membrana e assim reduzir a permeabilidade da

membrana plasmatica (Jones e Kochian, 1995; Ahn et al., 2001).

Em raizes de plantas sensiveis expostas ao Al se verifica um engrossamento da
raiz principal, aumento da sua tortuosidade, assim como das ramificaces,
amarelecimento ou escurecimento dos apices e menor nimero de pelos absorventes
(Tabaldi, 2008; Miguel et al., 2010). Em pinh&o-manso (Jatropha curcas L.) o0 aumento
do Al em solugdo resultou num menor crescimento do sistema radicular como um todo
(Steiner et al., 2012). Concomitantemente, o crescimento da parte aérea das plantas de
J. curcas também apresentou anormalidades morfoldgicas com a exposicdo ao Al. Além
disso, comparadas com plantas crescidas sem Al os teores de P, Ca e Mg decresceram
nas folhas, assim como as quantidades de Ca e Mg em raizes (Steiner et al., 2012). Em
Pinus massoniana foi possivel observar o efeito do Al sob a diviséo celular no apice das
raizes. O aumento da concentracdo de Al levou a deformagdes drasticas nos
microtUbulos levando a uma divisdo celular irregular (Zhang et al., 2014). Como
resultado desses fatores, o crescimento das raizes e drasticamente inibido afetando
também o crescimento da parte aérea de plantas sensiveis (Paterniani e Furlani, 2002;
Hartwig et al., 2007).

Concernente a parte aérea das plantas, em folha, os sintomas classicos de
intoxicagdo por Al encontrado na maioria das plantas sensiveis séo a clorose no limbo

foliar pela diminuicdo na biossintese de clorofila, o arroxeamento nas margens do limbo

35



e bainha, além da atrofia foliar em funcdo da reducdo na absorcdo de P. As folhas
jovens também podem apresentar aspectos semelhantes a deficiéncia de Ca, como, por
exemplo, o enrolamento e colapso no apice e do peciolo. Como consequéncia da
toxidade do Al, toda a planta tem seu crescimento e desenvolvimento comprometidos
(Codognotto et al., 2002; Peixoto et al., 2002; Tabaldi, 2008;).

Com a finalidade de minimizar os efeitos toxicos do Al muitas espécies de
plantas desenvolveram mecanismos de desintoxicacdo. Em geral a maioria das plantas
cultivadas e de valor comercial que possui menor capacidade de acumular Al em seus
tecidos consegue driblar esse efeito toxico excluindo o Al quando este ainda se encontra
no apoplasto da célula. Isso é possivel devido a liberacdo de acidos organicos como
citrato, oxalato e malato que se ligam ao Al imobilizando-o e impedindo sua entrada no
interior celular. Outro mecanismo pode ser visto em plantas conhecidas como
tolerantes, as quais sdo capazes de acumular maiores quantidades de Al em seus tecidos
e por isso permitem a entrada do Al no simplasto e s6 entdo os &cidos organicos
sequestram o Al para inativa-lo em compartimentos celulares (Delhaize et al., 1993;
Kochian, 1995; Ma, 2000, Ma et al., 2001; Ryan et al., 2001, 2009, 2011; Kochian et
al., 2004, 2015; Mariano et al, 2005; Hartwig et al., 2007; Yang et al., 2013; Zheng et
al., 2014).

Em plantas tolerantes tem-se verificado que em algumas espécies o Al
ministrado em concentracbes minimas (dependendo da espécie e do gendtipo) pode
estimular o crescimento de raizes e parte aérea, sendo toxico apenas em altas
concentragfes. O arroz é uma dessas espécies, sendo verificado em alguns trabalhos
sintomas de toxidez s6 acima de 10 mg. Kg™* de Al (Fageria e Zimmermann, 1979;
Fageria et al., 1989). Thawornwong e Diest (1974) chegaram a sugerir a dependéncia
em pequenas quantidades de Al no desenvolvimento normal do arroz. Resultados
semelhantes também s&o verificados em trigo sarraceno (Klug e Hort, 2010), Brachiaria
decumbens, Brachiaria ruziziensis (Wenzl et al., 2001, 2002), em mudas de goiabeira
(Psidium guajava L.) (Salvador et al., 2000). Em Picea Rubens Sarg. e Abies balsamae
(L.) Mill os efeitos negativos no crescimento s6 foram observados por Schier (1985) em

concentragdes de Al superiores a 50,0 mg.L™.
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Trabalhos mais recentes tém mostrado que Camellia sinensis tem capacidade de
acumular Al em seus tecidos (0,3 g de Al Kg™ de matéria seca) apresentando um
desenvolvimento melhor quando exposta a pequenas quantidades de Al (Morita et al.,
2008, 2011; Mukhopadyay et al., 2012; Hajiboland et al., 2013; Xu et al., 2016). Em
muitas plantas do Cerrado o efeito benéfico do Al ndo se restringe somente a pequenas
concentragfes. Em espécies acumuladoras de Al como Vochysia thyrsoidea Pohl,
Qualea grandiflora e todas da familia VVochysiaceae, assim como Miconia albicans
(Melastomataceae) requerem a presenca de Al para terem um desenvolvimento
adequado (Machado, 1985; Haridasan, 2008%; Silva, 2012).

Silva (2012) estudou o efeito da presenca e auséncia de Al (150 uM) sobre o
crescimento de Qualea grandiflora por 120 dias. Verificou-se que aquelas plantas que
receberam Al tiveram um melhor desenvolvimento do sistema radicular e parte aérea
onde se constatou que essas plantas apresentaram maior crescimento e biomassa e
maiores teores de pigmentos fotossintéticos que aquelas que ndo receberam esse metal.
Com base nesses dados foi sugerido que o Al tem papel importante no crescimento e
desenvolvimento desta espécie (Silva, 2012). Além disso, é importante relatar que
folhas das plantas que ndo receberam o metal apresentaram clorose e necrose (Silva,
2012). Machado (1985) ja havia observado a importancia do Al no crescimento e
desenvolvimento de outras espécies acumuladoras de Al da mesma familia, como V.
thyrsoidea. Essa planta quando em solos calcarios apresentou folhas necrosadas e
cloréticas (Machado, 1985). Outrossim, a transferéncia de plantas de V. thyrsoidea para
solos &cidos com disponibilidade de Al foi capaz de reverter os sinais de estresse.
Adicionalmente, 0 mesmo fendmeno foi observado em planta de M. albicans quando
em solos com calcério (Haridasan, 20082).

Como mencionado, o Al pode afetar o teor de pigmentos fotossintéticos
(Codognotto et al., 2002). Segundo Xinwen et al. (2008) em condicdes adversas a
clorofila, o principal pigmento no processo de fotossintese, & um excelente indicador da
atividade fotossintética, e, portanto, diretamente associado ao processo de
desenvolvimento das plantas. Na literatura pode-se verificar que o estresse ambiental
como, por exemplo, estresse salino na maioria das vezes causa danos ao aparato
fotossintético (Sharma e Hall, 1991; Khan, 2003; Gomes et al., 2011). Este tipo de
estresse além de diminuir a sintese de clorofila também reflete negativamente sobre a

sintese de carotenoides, 0s quais sdo responsaveis por proteger a clorofila contra a foto-
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oxidagédo (Taiz e Zeiger, 2009). No caso do Al, o seu efeito sobre a quantidade de
pigmentos fotossintéticos depende da planta em questdo. Em plantas sensiveis a
resposta ao Al € uma reducdo no desenvolvimento foliar e consequentemente uma
diminuicdo de clorofilas e carotenoides (Carvalho et al., 2007; Liu et al., 2011 ), ja em
plantas nativas os teores destes pigmentos aumentam de forma significativa ( Silva,
2012).

Visando dar continuidade aos estudos sobre a funcdo metabdlica e fisiologica do
Al em plantas nativas a espécie Qualea dichotoma (Mart.) Warm. (Vochysiaceae) foi
escolhida para anélise metabolica e fisiologica. Plantas de Q. dichotoma suplementadas
ou ndo com Al e a quantificacdo de diversos metabdlitos, assim como, analise de
crescimento dessas plantas foram realizadas. Os resultados desse estudo trazem valiosas

informacdes sobre a funcéo fisioldgica desse metal em Q. dichotoma.

4. MATERIAL E METODOS

Frutos de Qualea dichotoma (Mart.) Warm. (Vochysiaceae) foram coletados em
Cerrado stricto sensu no més de Agosto de 2014 na Reserva Ecoldgica do IBGE
(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) — DF. O local da coleta possui as
seguintes coordenadas geograficas: S: 15° 55° 49.8” ¢ W: 47° 52° 43.6”. Os frutos
foram deixados a temperatura ambiente para que houvesse uma deiscéncia completa e

liberacdo das sementes.

4.1. Germinacéao

Sementes de Q. dichotoma foram desinfestadas com alcool etilico 70% por 1
min e em seguida com NaClO (hipoclorito de sodio) a 2% cloro ativo por 30 min e
entdo lavadas com agua bidestilada autoclavada. Em seguida as sementes foram
germinadas em gerbox (25 em cada) com papel germitest autoclavado e dgua destilada,
incubadas em cdmara de crescimento (B.O.D) a 25°C e fotoperiodo de 18h. As gerbox
foram vedadas com papel PVC. O periodo de germinagéo foi monitorado com reposi¢édo
de &gua a cada trés dias ou quando se fazia necessario. As sementes comecaram a

germinar por volta do 7° dia na cAmara de germinacdo onde permaneceram por 20 dias.
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4.2. Desenvolvimento das plantas

Apos 20 dias na cAmara de crescimento as plantas foram selecionadas de acordo
com o tamanho dos cotilédones e sistema radicular (em torno de 2-3 cm). Foram
realizadas trés repeticbes com dois tratamentos cada (240 plantas no total do
experimento). Subsequentemente em cada repeticdo 40 plantas foram separadas e
transferidas para sacos plasticos perfurados contendo vermiculita autoclavada. Em
seguida foram regadas com solucdo nutritiva de */s MS (Murashige e Skoog, 1962) com
adicdo de 150 uM de AICI; (cloreto de aluminio). Semelhantemente, outras 40 plantas
foram regadas com /s MS sem suplementacdo de AICIs, constituindo o tratamento
controle. O pH do meio nutritivo foi ajustado e mantido entre 4,8 - 5,0 para que o Al
permanecesse em solucdo. Todas as plantas foram regadas com as solugfes nutritivas a
cada dois dias por todo periodo do experimento. As plantas de ambos os tratamentos
foram colocadas em sala de crescimento onde permaneceram durante todo o periodo de

analises a temperatura de 25 °C, umidade relativa de 70% e fotoperiodo de 18 h.

A coleta de dados para a andlise de crescimento ocorreu aos 30, 60 e 120 dias de
cultivo e 20 plantas de cada tratamento foram retiradas da vermiculita e lavadas para
serem tomados 0s seguintes parametros: 0 comprimento da raiz principal e parte aérea
(acima dos cotilédones). Além disso, o registro fotografico das plantas de cada
tratamento foi realizado para visualmente analisar os efeitos da auséncia de Al no
crescimento de Q. dichotoma. Além desses parametros também foi feita a quantificacédo

de pigmentos fotossintéticos (apenas 60 dias de cultivo) como descritos abaixo.

4.3. Quantificacao de pigmentos fotossintéticos

Aos 60 dias de cultivo, cinco plantas de cada tratamento foram selecionadas para
a quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos através de metodologia proposta por
Wellburn (1994). Um dia anterior a coleta do material 2 mL de DMF (N, N-
dimetilformamida — HCON(CH3),) (Vetec) foi adicionado a cinco tubos Eppendorf
para cada tratamento. Os tubos foram envolvidos em papel aluminio e mantidos a 4° C
por 24 h. Discos de cada folha do 3° n6 (um disco por folha) de cada uma das plantas
selecionadas foram extraidos. Foi utilizado um extrator foliar de diametro igual a 0,54
cm. Depois de retirados os discos foliares (um disco para cada tubo), as amostras foram

transportadas, ainda em gelo, para geladeira a 4 °C onde foram mantidas durante 48 h
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no escuro para o processo de extracdo dos pigmentos. Ao término desse periodo cada
amostra teve lida a absorbancia nos seguintes comprimentos de onda: 663,8 nm, 646,8
nm, 480 nm para clorofila a, clorofila b e carotenoides, respectivamente. As leituras
foram feitas em espectrofotdmetro Genesys 2 (Termo Spectromic). Para célculo dos
valores de cada pigmento foram usadas as equacOes descritas abaixo (Ronen e Galun,
1984; e Barnes et al., 1992).

1- Clorofila A=((12*Abgss g - 3,11*Abgssg)*Vol) / A)

2- Clorofila B = ((20,78* Abgas s - 4,88* Abgss g)*Vol) /A)

3- Carotenoides = (((1000 * Clorofila A - 1,12* Clorofila B - 34,07*Abyg0)/245)*2)/A)
(Ab= absorbancia; A= area do disco coletado)

4.4. Analise estatistica

Para os tratamentos estatisticos das médias dos comprimentos da parte aérea e
radicular e das médias de absorbancia dos pigmentos foi aplicado o teste t com

significancia P<0,05.

5. RESULTADOS
5.1. Germinacdo e cultivo das plantas: Preparacao para os experimentos

A germinacdo das sementes de Qualea dichotoma em B.O.D. iniciou por volta
do sétimo dia. A literatura relata que a taxa de germinacdo desta espécie € de apenas
20% (Lorenzi, 1992). Contudo, os dados dos testes de germinacdo com as sementes de
Q. dichotoma apresentaram mais de 90% de germinabilidade ap6s um periodo de 20
dias (Figura 1-A). Sementes germinadas com sistema radicular de 3-4 cm foram
transferidas para vermiculita e ap6s 15 dias de cultivo abriram seus cotilédones, 0s
quais permaneceram fixados as plantas durante todo o experimento (Figura 1-B).
Algumas sementes transplantadas morreram por volta do 3° ou 4° dia ap0s a emissao
dos cotilédones. Os cotiledones desta espécie tém aparéncia foliar e nos dois
tratamentos verificou-se uma coloracdo verde intensa sem diferenca visual no tamanho

ou pigmentagdo, mesmo apos 15 dias de cultivo (Figura 1-C).
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Figura 1. A - Vista geral de sementes de Qualea dichotoma (Mart.) Warm. aos 20 dias
de germinac@o em gerbox e papel germitest. B — Semente de Q. dichotoma germinadas
mostrando o sistema radicular (3 - 4 cm) com 20 dias de germina¢do. C — Plantas de Q.
dichotoma em sacos plasticos com vermiculita apos 15 dias de cultivo. A esquerda com
Al e a direita sem Al.

5.2. Descricdo morfoldgicas e andlise de crescimento das plantas Qualea dichotoma
crescidas na presenca e auséncia de aluminio

Em geral, as plantas de Q. dichotoma crescidas na presenca de Al ndo mostraram
sinais de senescéncia. Ao contrario, essas plantas tinham folhas verdes e visualmente
estavam maiores que as que ndo foram suplementadas com este metal. Entretanto, as

plantas do tratamento controle tinham sinais de clorose (Figuras 2-A-C).

Com relacdo a andlise de crescimento das plantas dos dois tratamentos, com e
sem Al, ocorreram diferencas significativas tanto na parte aérea quanto no sistema

radicular (Figuras 2 a 4). Em relacdo a parte aérea, aos 30 dias de cultivo, ndo houve
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diferenga significativa entre os tratamentos (Figuras 2-A e 4-A). Contudo, a parte aérea
das plantas tratadas com Al eram, em média, cerca de 17% maiores que o respectivo
tratamento controle. As plantas que receberam Al tinham caules com comprimento
médio de 2,41 cm (x 0,1898) contra 2,05 cm (+ 0,4047) daquelas ndo suplementadas
com este metal (Figura 2-A e 4-A). E importante salientar, que com 30 dias de cultivo
as plantas suplementadas com Al ja tinham desenvolvido um segundo par de folhas em
alguns individuos. Por outro lado, boa parte das plantas do tratamento controle nem as
primeiras folhas estavam presentes e naquelas que tinham folhas, ja havia indicios de
clorose no limbo e no bordo (Figuras 2-A e 4-A). Quanto a parte radicular das plantas
com 30 dias de cultivo, o crescimento médio das raizes foi de 8,42 cm (+ 0,6429) e 7,21
cm (£ 0,4223) para plantas crescidas com e sem Al, respectivamente (Figura 2-A).
Apesar de ndo haver diferenca significante, plantas tratadas eram em média 16,78%

maiores que 0s respectivos controles (Figura 2-A e 4-B).

As diferencas morfolGgicas e de crescimento se acentuaram a medida que as
plantas se desenvolveram. Aos 60 dias, as plantas de Q. dichotoma tratadas com Al
eram maiores e mais saudaveis que aquelas crescidas sem esse metal (Figura 2-B). Com
respeito ao comprimento médio da parte aérea foi de 7,88 cm (+ 0,3343) nas plantas
tratadas com Al e de 3,85 cm (£ 0,2029) naquelas do tratamento controle (Figuras 2-B e
4-B). Pode-se notar que o Al induziu um crescimento significativamente maior nas
plantas suplementadas com este metal, cuja diferenca foi de 104,67% (Figuras 2-B e 4-
B). Consistentemente com 0 que ocorreu com a parte aérea, o crescimento médio das
raizes aos 60 dias das plantas tratadas com Al foi de 28 cm (z 0,4575) enquanto que do
tratamento controle foi de 18,12 cm (x 0,7277). Assim, se verificou uma diferenca

significativa no tamanho das raizes entre os dois tratamentos de 54,52% (Figura 2-B).

As Figuras 2-C e 3 mostram aspectos morfolégicos da parte aérea, folhas e
raizes de plantas de Q. dichotoma crescidas com e sem Al aos 120 dias de cultivo. E
possivel perceber que as plantas tratadas com Al tinham um aspecto mais saudavel que
aquelas crescidas sem a suplementagdo desse metal (Figura 2-C). Esse fato é
confirmado quando se compara o tamanho das folhas e raizes dessas plantas. Plantas
que receberam a suplementacdo de Al ndo tinham apenas raizes e folhas mais
desenvolvidas, mas a coloracdo e morfologia das folhas também demonstrava que essas

plantas eram mais saudaveis (Figura 3-A - C). Além disso, no periodo compreendido
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entre 60 e 120 dias de cultivo, ficou mais perceptivel o surgimento de necroses e

cloroses nas folhas das plantas ndo suplementadas com Al (Figuras 2-B, C e 3-A).

Adicionalmente, aos 120 dias de cultivo as diferencas no comprimento médio da
parte aérea entre plantas de Q. dichotoma crescidas com e sem Al permaneceram
significativas (Figura 2-C e 4-A). Na meédia, a presenca do Al na solugdo nutritiva
induziu a um crescimento 83,41% maior que as plantas controle (Figura 2-C).
Adicionalmente, se verificaram diferencas significativas no crescimento do sistema
radicular entre os dois tratamentos aos 120 dias de cultivo (Figura 4-B). Plantas tratadas
com Al apresentaram medias de crescimento de 41,52 cm (+ 1,3349) e de 22,9 cm (£
1,1103) para aquelas crescidas sem Al. Isto significa que as plantas que receberam Al
tinham raizes, que em média, eram 81,31% maiores do que as raizes daquelas do

tratamento controle.
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Al

Controle

Figura 2. Plantas de Qualea dichotoma (Mart.) Warm. cultivadas em meio /s MS com
e sem a adicdo de Al (150 uM) por 30, 60 e 120 dias. A — Plantas Q. dichotoma
cultivadas por 30 dias sem Al (& direita) e com Al (a esquerda). B- Plantas de Q.
dichotoma crescidas por 60 dias sem Al (a direita) e com Al (a esquerda). C - Plantas de
Q. dichotoma cultivadas por 120 dias sem Al ( controle - abaixo) e com Al (acima).
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Figura 3: Aspectos morfoldgicos das folhas e raizes de Qualea dichotoma (Mart.)
Warm. cultivadas na presenga e auséncia de Al aos 120 dias de cultivo. A — Folhas de
plantas Q. dichotoma aos 120 dias, cultivadas sem Al (a direita) e com Al (a esquerda).
B - Raizes de plantas de Q. dichotoma cultivadas por 120 dias na presenca de Al. C —
Raizes de plantas Q. dichotoma cultivadas por 120 dias sem Al.
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Figura 4. Comprimento médio de plantas de Qualea dichotoma (Mart.) Warm.
cultivadas com e sem Al. A- Comprimento médio da parte aérea de plantas de Q.
dichotoma aos 30, 60 e 120 dias de cultivo. B- Comprimento médio radicular de plantas
de Q. dichotoma aos 30, 60 e 120 dias dias de cultivo. As médias seguidas por (*) séo
significativamente diferentes pelo teste t (P< 0,05).

5.3. Pigmentos fotossintéticos

Quanto a andlise dos pigmentos fotossintéticos, foi realizado o experimento com
as plantas aos 60 dias de cultivo. E importante salientar que nesse periodo as diferencas
morfologicas e de crescimento estavam mais acentuadas além de estatisticamente
diferentes (Figuras 2-B e 4-B). Nas folhas das plantas controle eram perceptiveis sinais
de clorose e algumas necroses nas bordas o que em geral ndo foi observado nas plantas

suplementadas com Al.
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Os valores médios de clorofila a (8,61 pg.cm? + 0,877), clorofila b (4,03
Hg.cm™ + 0,759), carotenoides (1,91 pug.cm™ + 0,082) e clorofila a+b (10,75 pg.cm™ +
0,918) nas plantas controle foram consistentes com 0s aspectos visuais constatados nas
mesmas e significativamente diferentes quando comparadas aos respectivos valores das
plantas suplementadas com Al onde obtiveram valores de 16,96 pg.cm? (+1,131)
para clorofila a, 12,10 pg.cm™ (+1,346) para clorofila b, 4,787 pg.cm™ (+0,335) para
carotendides 22,84 pg.cm™ (+1,623) para clorofilas a+b (Figura 5).
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Figura 5. Teores médios dos pigmentos fotossintéticos clorofila a, clorofila b,
carotenoides e clorofila a+b de plantas de Qualea dichotoma (Mart.) Warm. cultivadas
por 60 dias com e sem Al (150 pM). Os asteriscos (*) representam diferenca
significativa pelo teste t (P>0,05).

6. DISCUSSAO
6.1. Desenvolvimentos das plantas

Os resultados mostram que além de tolerar o Al no solo, Q. dichotoma
provavelmente se beneficia desse metal e o utiliza no seu metabolismo, visto que as
plantas suplementadas com Al tiveram um melhor rendimento em todos os parametros
analisados. Por outro lado, a auséncia de Al refletiu resposta bastante negativa nessa
especie. Esses resultados sdo consistentes com estudos realizados com outras trés

plantas nativas acumuladoras de Al (Vochysia thyrsoidea, Miconia albicans e Qualea
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grandiflora) que tiveram 0 mesmo comportametno na presenga e auséncia de Al
(Haridasan e Araujo, 1988; Machado, 1985; Silva, 2012).

Plantas de Q. dichotoma tratadas com Al apresentaram maior crescimento
radicular e aspectos visuais de plantas sem deficiéncias nutricionais tanto em
desenvolvimento quanto na coloragdo e integridade das folhas em relagdo as plantas néo
suplementadas com Al. Este resultado esta em concordancia com alguns trabalhos onde
autores relatam que espécies acumuladoras de Al ndo mostram diferencas nas
concentragdes de nutrientes essenciais quando comparadas com espécies ndo
acumuladoras. Esse fato justifica também a adaptacdo destas plantas em solos &cidos
(Machado, 1985; Furlani e Furlani, 1991; Haridasan, 2008"?).

Esta claro que plantas tratadas com Al cresceram mais que as do controle. Na
parte aérea, Q. dichotoma tratada com Al cresceu quase o dobro apo6s 120 dias (83,41%)
quando comparadas com as ndo tratadas. Resultado similar foi visto na parte radicular
(81,31%). Esses dados sdo consistentes com o que foi verificado em Q. grandiflora
(Silva, 2012). Além disso, o0 aspecto visual das folhas de Q. dichotoma mostrou que as
plantas do controle (sem Al) apresentaram necroses e cloroses, similar ao que foi visto

em plantas de Q. grandiflora quando néo tratadas com Al (Silva, 2012).

Semelhantemente, V. thyrsoidea em condi¢bes de campo cresceu em solo acido
distrofico de forma satisfatoria, no entanto, ao adicionar calcario no solo as plantas
comecaram a apresentar necroses e cloroses em suas folhas (Machado, 1985). O
desenvolvimento normal foi restabelecido apds as plantas serem tranferidas novamente
para solos acidos (Machado, 1985). O mesmo processo ocorreu em plantas de M.
albicans, as quais ndo se desenvolvem adequadamente quando cultivadas em solos
calcariados (Haridasan, 1988). A conclusdo que os autores chegaram a respeito dessas
espécies (V. thyrsoidea, M. albicans e Q.grandiflora), se baseia no fato destas plantas
ndo conseguirem um suprimento ideal de Al nas condigdes diferentes do seu habitat
natural (Machado, 1985; Haridasan, 1988; Silva, 2012).

Em plantas de cha, C. sinensis, outra acumuladora de Al, porém ndo nativa, foi
possivel observar que o Al tem efeito benéfico no seu crescimento. Nessa planta,
quando tratada com Al se verifica um rapido crescimento de novas raizes, alem de uma

melhora no estado geral da planta (Jansen et al., 2002). Contudo, mesmo com
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capacidade de acumular Al, quando exposta a doses muito elevadas desse metal, seu
crescimento é prejudicado (Hajiboland et al., 2013; Xu et al., 2016). Semelhantemente,
outros trabalhos relataram o efeito benéfico do Al no desenvolvimento de outros
gendtipos mais tolerantes ao metal de espécies como milho (Wang et al., 2015), arroz
(Fageria, 1982; Fageria et al., 1989), trigo (Delhaize et al., 1993), trigo sarraceno (Klug
e Hort, 2010), B. decumbens, B. ruziziensis (Wenzl et al., 2001, 2002) e goiabeira
(Salvador et al., 2000). Tais trabalhos mostram que para cada espécie existe um limite

de concentracdo de Al que beneficia o desenvolvimento

Outro fator verificado foi que o efeito da auséncia do Al ndo foi imediato nas
plantas de Q. dichotoma. E sabido, que as plantas acumuladoras conseguem estocar
grandes quantidades de Al em diversos orgdos, como por exemplo as sementes
(Haridasan, 2008°). Desta forma, é provavel que as plantas controle de Q. dichotoma,
no inicio do seu desenvolvimento, consigam manter o seu desenvolvimento normal, por
obterem Al dos estoques presentes nas sementes. Por isto, na fase inicial (aos 30 dias)
do desenvolvimento das plantas de Q. dichotoma ndo se percebeu diferencas
significativas entre os tratamentos (Figura 4). Entretanto, para dar mais consisténcia a

essa hipotese a quantidade de Al nas sementes de Q. dichotoma deve ser quantificada.

E possivel que em Q. dichotoma o Al seja de alguma forma um elemento
essencial no metabolismo que favorece o crescimento e desenvolvimento ao passo que

sua auséncia pode ser vista como um estresse abiético para esta espécie.

6.2. Andlise de pigmentos fotossintéticos

Em geral o Al é considerado como prejudicial ao aparato fotossintético de
plantas cultivadas como milho, soja, sorgo e trigo por afetar a absorgéo e translocacao
de nutrientes, dentre eles 0 magnésio e nitrogénio que constituem a molécula de
clorofila (Codognotto et al., 2002). O Al também afeta a absor¢do de luz, o transporte
fotossintético de elétrons, as trocas gasosas, 0s sistemas de fotoprotecdo e a sintese de
pigmentos fotossintéticos (Ohki, 1986; Moustakas et al., 1995; Peixoto et al., 2002;
Milivojevic e Stojanovic, 2003; Jiang et al, 2008; Konarska, 2010).

No entanto, o efeito do Al na fotossintese depende da espécie, e mesmo entre

genotipos de uma mesma espécie é possivel verificar efeitos diferenciados em diversos
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componentes do aparato fotossintético (Codognotto et al., 2002). A literatura traz dados
de trabalhos onde gendtipos mais tolerantes ao Al apresentaram poucos (Moustakas et
al., 1997; Peixoto et al., 2002) ou nenhum dano ao processo da fotossintese, como € o

caso do feijdo-mungo (Codognotto et al., 2002) e tomate (Simon et al., 1994).

Quanto a quantidade de pigmentos fotossintéticos, Q. dichotoma apresentou
diferengas significativas entre os tratamentos. Assim, em plantas tratadas com Al a
quantidade de clorofila a (96,98%) foi praticamente o dobro que no controle. A
quantidade de clorofila b foi ainda maior, trés vezes maior que nas plantas nao tratadas
com Al. O mesmo se verificou com respeito aos carotenoides, 150,62% nas plantas
tratadas com Al em comparacdo com as do controle. Resultados similares foram
observados em Qualea grandiflora (Silva, 2012). Segundo Haridasan (2008%), estas
espécies possuem um mecanismo adaptativo que leva a um crescimento rapido na
presenca de Al. Além dessas, outras acumuladoras de Al como V. thyrsoidea e M.
albicans sdo exemplos classicos de que o Al ndo afeta os teores de pigmentos
fotossintéticos (Machado, 1985; Haridasan, 1988).

Além disso, o Al também estimulou o desenvolvimento e expansdo das folhas
resultando em uma &rea foliar maior em Q. dichotoma (Figura 3-A), 0 que pode resultar
numa melhor fixacdo de carbono nas plantas tratadas. Adicionalmente, plantas nao
tratadas com Al mostraram sinais de necrose e clorose que pode prejudicar a fixacao de
carbono via fotossintese. Em conjunto com a quantificacdo de pigmentos
fotossintéticos, tais caracteristicas atuam em desfavor das plantas controle no quesito
eficiéncia fotossintética. Isso sugere que essas plantas podem estar sob estresse
provocado pela auséncia deste metal, o que suporta a ideia que hd uma dependéncia
metabolica de Al em Q. dichotoma para que atividades como fotossintese promova um

desenvolvimento adequado da planta.
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7. CONCLUSOES

e A presenca do Al na solugéo nutritiva influenciou positivamente no crescimento
aereo e radicular das plantas de Q. dichotoma a partir de 60 dias de cultivo.

e Os teores de pigmentos fotossintéticos também foram maiores nas plantas que
cresceram com a presenca do Al

e Visualmente as plantas que foram suplementadas com Al mostraram folhas mais
verdes e vistosas sem aspectos de deficiéncias nutricionais.

e Além de tolerar o Al Qualea dichotoma apresenta uma dependéncia metabdlica

a este metal para um desenvolvimento adequado.
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CAPITULO Il — Analise histoquimica com hematoxilina em
plantas de Qualea dichotoma (Mart.) Warm. (Vochysiaceae) em

resposta a presenca de aluminio.
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1. Histochemistry analysis with hematoxylin in plant Qualea dichotoma (Mart.)

Warm. (Vochysiaceae) in response to the presence of aluminum.

1.1. Abstract

When solubilized in acid soils (pH <5,5), the Al becomes toxic to most plants.
However, some plants, even in acid soils, are able to tolerate and accumulate this metal
in their tissues. Some Cerrado plants are classic examples of such behavior. The Al
location within the plant may help to better understand the translocation and
accumulation of the metal takes place in these plants, as well as how they benefit from
it. The objective of this study was to detect the presence and distribution of Al in leaves
(midrib, stem and root) of Qualea dichotoma. Q. dichotoma plants were grown in
nutrient solution with and without Al for 60 days.. Handmade cross sections were
immersed in hematoxylin solution (0,2% hematoxylin + 0,02% NalOs3). The sections
from both treatments were observed and photographed with a camera attached to the
microscope. Hematoxylin was able to detect Al in plant organs of individuals grown
with Al, nevertheless; in the control plants the reaction was more intense in leaves and
roots only. In leaves, the adaxial epidermal and parenchymal chlorophyll of plants
grown with Al were not stained, and in the control plants only stained the abaxial
epidermis and xylem (slightly). In the stems of the plants treated with Al were stained.
Conversely, the control plants no tissue of the stem showed positive reaction. Root from
plants treated with Al had all tissues stained, whereas the control only the cortex
showed positive reaction. According to the results it is concluded that in Q. dichotoma
Al may be translocated from roots to leaves. The color, although less intense in plant
tissues, plants that those that did not receive Al, the positive reactions for the presence

of this metal may be associated with Al present in seeds.

Keywords: Aluminum, hematoxylin, tissue, VVochysiaceae
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2. Analise histoquimica com hematoxilina em plantas de Qualea dichotoma (Mart.)
Warm. (Vochysiaceae) em resposta a presenca de aluminio.

2.1. Resumo

Ao ser solubilizado em solos acidos (pH< 5,5), o Al torna-se toxico para
a maioria das plantas. No entanto, algumas plantas, mesmo em solos acidos s@o capazes
de tolerar e acumular este metal em seus tecidos. Algumas plantas do Cerrado sé&o
exemplos classicos de tal comportamento. A localizagcdo do Al dentro da planta pode
ajudar a compreender melhor a translocacao e acimulo desse metal, bem como o efeito
benéfico do Al nesta planta. O objetivo deste estudo foi detectar a presenca e
distribuicdo de Al nas folhas (nervura central, caule e raiz) de Qualea dichotoma.
Plantas de Q. dichotoma foram cultivadas em solucdo nutritiva com e sem Al por 60
dias. Foram realizados cortes transversais com microtomo de bancada e estes imersos
em solucdo de hematoxilina (0,2% hematoxilina + 0,02% NalO3). Os cortes dos dois
tratamentos foram visualizados e fotografados com microscopio com camera acoplada.
A hematoxilina foi capaz de detectar Al em 6rgdos das plantas cultivadas com Al, no
entanto, nas plantas controle a reacdo foi mais intensa apenas para folhas e raizes. Nas
folhas, a epiderme adaxial e parénquima clorofiliano das plantas cultivadas com Al
também ndo foram corados, assim como nas plantas controle, as quais tiveram apenas
epiderme abaxial e xilema corados (ligeiramente). Nos caules das plantas tratadas com
Al todos os tecidos foram corados. Ao contrario, nas plantas controle nenhum tecido
apresentou reacdo positiva. Ja em raiz das plantas tratadas todos os tecidos foram
corados, enquanto que no controle somente o coOrtex apresentou reacdo positiva. De
acordo com os resultados conclui-se que em Q. dichotoma o Al pode ser translocado das
raizes até as folhas. A coloracdo, embora menos intensa nos tecidos das plantas que nao

receberam o metal pode estar associada com o Al presente nas sementes.

Palavras chave: Aluminio, hematoxilina, tecidos, Vochysiaceae
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3. INTRODUCAO
3.1. Deteccdo da presenca de Al em Orgéos vegetais

O Al é um elemento abundante em solos &cidos que ao ser solubilizado torna-se
toxico para a maioria das plantas e limita inUmeras culturas em torno do mundo
(Delhaize e Ryan, 1995). Os efeitos deste metal em plantas sensiveis ou menos
tolerantes sdo geralmente negativos, como, por exemplo, a interrupcdo da diviséo
celular e consequentemente, o crescimento radicular. Em processos fisiologicos é
possivel também verificar danos em proteinas de transporte na membrana e na

homeostase do calcio (Garzon et al., 2011).

No entanto boa parte das plantas do Cerrado é capaz de acumular Al em seus
tecidos devido estratégias desenvolvidas para imobilizar o metal com &cidos organicos
em compartimentos celulares especificos como cloroplastos e protoplastos (Tabaldi,
2008). Além de tolerar o Al, as plantas nativas do Cerrado possuem uma caracteristica
peculiar de ndo serem afetadas negativamente pelo metal, pelo contrario o Al parece
desempenhar uma importante funcdo no metabolismo destas espécies sem que haja
efeito toxico (Haridasan, 2008). Exemplificando, estudos com Vochysia thyrsoidea e M.
albicans mostraram menor desempenho com folhas cloroticas e necrosadas quando
crescidas em solos calcariados (Machado, 1985; Haridasan, 1988). Resultados
semelhantes foram encontrados também em Q. grandiflora quando cultivada na
auséncia de Al (Silva, 2012).

Adicionalmente, Zheng et al. (1998) verificaram que em Fagopyrum esculentum
Moench. o Al estava complexado com o citrato no xilema, enquanto que Shen et al.
(2002) encontraram na mesma espécie 80% do Al complexado com oxalato no
protoplastos foliar. Em Hydrangea macrophylla (Thunb.). Ser. Ma et al. (1997)
mostraram que o Al formava complexos estaveis com citrato nos tecidos foliares desta
especie. Além dessas, muitas outras especies do Cerrado acumulam grandes quantidades
de Al em partes aéreas. Haridasan (2008) sugere que esse transporte ocorra das raizes

para as partes aéreas via xilema.

Desta forma, além da peculiaridade de acumular Al devido as caracteristicas de

solo acido do Cerrado, alguns estudos mostram que as espécies acumuladoras de Al
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também sdo muito importantes em diversas fitofisionomias do Cerrado. O indice de
valor de importancia (IVI) dessas espécies chega a mais de 43% (Ribeiro, 1983;
Haridasan, 1987; Haridasan e Araujo, 1988). O estudo de qualquer natureza dessas
plantas se torna valioso tanto para o0 bioma quanto para o entendimento da mobilizacao
do Al nestas espécies bem como seu metabolismo, o qual ainda ndo esta bem elucidado
(Haridasan et al., 1986; Haridasan, 2008; Silva, 2009). Como citado anteriormente, 0
conhecimento mais difundido sobre o Al nestas acumuladoras até o0 momento gira em
torno de mecanismos de desintoxicacdo do Al através de ligantes como acidos
organicos (Ma et al., 2001; Watanabe e Osaki, 2002). Sabe-se que nestas plantas nativas
ocorre uma compartimentalizacdo do Al. Desta forma, o metal é estocado em diferentes
locais intra e extracelular, como vacuolo e tecidos foliares sem que interfira no
metabolismo da planta (Ma et al., 2001; Watanabe e Osaki, 2002).

Além da compartimentalizacdo, algumas pesquisas sugerem que o transporte de
Al ocorre via xilema e/ou floema, devido as altas concentracbes em folhas jovens e
sementes, 0 que também pode indicar uma funcdo metabdlica desse elemento nessas
plantas (Haridasan et al, 1986; Haridasan, 2008). Em V. thyrsoidea, Miconia pohliana
Gogn. e Vochysia rufa (Spr.) Mart . por exemplo, pesquisadores verificaram que o Al
era acumulado nas sementes e a translocacdo para as folhas ocorria via floema
(Haridasan et al. 1986, 1987). Em outras espécies como Faramea marginata e
Palicourea rigida o Al foi localizado na epiderme das folhas (Matsumoto, 1976;
Haridasan et al., 1986). Igualmente em Q. grandiflora, Q. parviflora e Q. multiflora foi
localizado Al em grandes quantidades na epiderme e parede celular de tecido foliar
(Haridasan et al.,1986).

3.2. Testes histoquimicos na deteccdo de Al e plantas acumuladoras

Os testes histoquimicos consistem de reacBes cromaticas que usam reagentes
que tenham especificidade para determinadas estruturas ou compostos celulares ou em
tecidos, como por exemplo, elementos na membrana ou outras organelas no interior
celular (Costa e Proenca da Cunha, 2000). Assim, 0 uso dessa técnica possibilitou
mostrar que partes aéreas como folhas e sementes de plantas acumuladoras de Al
continham esse metal, o qual foi provavelmente transportado da raiz para as partes

aéreas da planta (Ma et al., 1997; Haridasan, 2008). Os testes histoquimicos geralmente
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sdo de natureza qualitativa, porém € possivel analisar componentes celulares

quantitativamente (Gersbach et al., 2001).

Estudos histoquimicos com corantes especificos tém auxiliado a entender melhor
0 processo de translocacéo e distribuicdo do Al na planta. Através de testes especificos é
possivel detectar esse metal nos diversos tecidos vegetais (Cotta et al., 2008). Além do
uso de corantes ser uma técnica relativamente de baixo custo, sua acdo ocorre de forma
rapida e eficiente se considerados todos 0s parametros necessarios como por exemplo a
razdo H+/OH- no meio intra e extracelular, estagio de crescimento do 6rgdo e no caso
do Al o seu sitio de acumulacdo provavel na planta (Jacob Neto et al.,1991; Jacob-
Neto, 1993; Barcel6 e Poschenraider, 2002; Rossiello e Jacob Neto, 2006).

Dentre os corantes que vem sendo utilizado com eficiéncia para deteccdo de Al
estdo a hematoxilina, quinalizarina, azul de metileno, aluminon e violeta de pirocatecol
(Haridasan et al., 1986; Kinraide, 1988; Massot et al., 1991; Jacob Neto, 1993;
Wagatsuma et al., 1998; Cotta et al., 2008; Silva 2012). O corante hematoxilina tem
sido utilizado e mostrado resultados eficientes em trabalhos com espécies do género

Qualea.

Em Qualea grandiflora, o uso dos corantes hematoxilina e aluminon possibilitou
detectar a presenca de Al em varios tecidos e 6rgdos dessa planta (Haridasan et al 1986;
Barros et al., 2000). Consistentemente, Haridasan et al. (1987) e Haridasan (2008)
obtiveram resultados semelhantes com os mesmos corantes em Qualea multiflora Mart.,
Palicourea rigida H.B.K., e Vochysia thyrsoidea Pohl. Cotta et al. (2008) também
mostraram a presenca de Al em tecidos de vérias outras espécies acumuladoras do
Cerrado utilizando os mesmos corantes mencionados acima. Esses autores concluiram
que esses corantes séo eficientes na deteccdo desse metal em tecidos vegetais e pode ser
um método complementar para se entender melhor a translocagéo e distribuicdo do Al
dentro da planta. No entanto em trabalho recente com Q. grandiflora foi feita uma
comparacéo entre a eficiéncia entre hematoxilina e aluminon na identificacdo de Al em
diversos o6rgdos, concluindo que o aluminon foi mais sensivel na deteccdo de
quantidades menores de Al em tecido foliar. Para caule e raiz a intensidade das reagdes

foi basicamente igual nos diversos tecidos (Silva, 2012).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material vegetal para testes histoquimicos

Sementes de Qualea dichotoma foram germinadas por 20 dias em B.O.D sendo
mantidas com agua destilada em papel absorvente. Aos 20 dias, plantas com raizes de 2-
3 ¢cm de comprimento, tamanhos uniformes e aparéncia sadia foram selecionadas e
transferidas para sacos plasticos contendo vermiculita autoclavada. As plantas foram
divididas em dois tratamentos e regadas a cada dois dias com solugdo nutritiva de /s
MS (Murashige e Skoog, 1962) com adicéo de 150 uM de AICI; (cloreto de aluminio) e
com /s MS sem suplementacéo de AICl;. O pH do meio nutritivo foi ajustado com HCI
0,1 M e KOH 0,1 M, ficando entre 4,8 -5,0 para que o Al pudesse se solubilizar na
solucdo. As plantas foram mantidas a temperatura de 25 °C, umidade relativa de 70% e
fotoperiodo de 18 h.

4.2. Deteccdo de Al em lamina foliar, caule e raiz

Aos 60 dias as amostras da porcdo mediana da lamina foliar (do 2° né e
expandidas), caule e raiz de quatro individuos de cada tratamento foram retiradas e
colocadas em agua para manté-las até o momento de cortes. Posteriormente foram feitos
cortes em seccles transversais em microtomo de bancada. Em sequéncia, os cortes de
lamina foliar, caule e raizes foram imersos por 1 h em solugdo de hematoxilina (0,2%
hematoxilina + 0,02% NalO3) (Vetec) e em seguida lavadas por 5 min em agua Milli-Q
(adaptado de Silva, 2012). As laminas foram montadas com glicerina 1:1 e analisadas

imediatamente em microscépio Axioscope (Zeiss) com camera digital acoplada.

5. RESULTADOS

5.1. Diferencas morfoanatémicas para lamina foliar, caule e raiz de Q. dichotoma
em resposta ao Al.

Morfologicamente, as folhas das plantas tratadas com Al eram maiores e
possuiam um aspecto mais saudavel que aquelas do controle (Figura 1-A).
Anatomicamente ndo houve diferenca perceptivel na estrutura foliar das plantas de Q.
dichotoma cultivadas por 60 dias de cultivo quando se comparou aquelas tratadas com
Al e controle. Na nervura principal foi possivel observar feixes vasculares colaterais

compostos por xilema e floema secundarios formando um semicirculo. Além disso,
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haviam feixes de fibras descontinuos que circundavam a nervura central. Na face
adaxial, entre as fibras e o xilema havia uma regido parenquimatica (medula). Ainda,
compondo a regido da nervura principal foi observado um parénquima clorofiliano
palicadico interrompido na face adaxial e parénquima incolor na face abaxial seguido da

epiderme mais externamente (Figura 1 B-E).

A epiderme do caule é simples (Figura 2-A). Logo abaixo da epiderme se
percebia a presenca de uma possivel hipoderme e uma camada adicional de parénquima
incolor, compondo o cértex caulinar (Figura 2-A). Internamente ao cOrtex havia uma
regido descontinua de fibras, provavelmente compondo um desativado floema priméario
(Figura 2-A). abaixo do cortex era possivel observar o floema secundario razoavelmente
desenvolvido. Interno ao floema secundario estava o cambio vascular e entdo uma

espessa camada de xilema secundario e medula parenquimatica (Figura 2-A-C).

A raiz estava em transicdo de estrutura priméria para secundaria (Figura 3-A). A
epiderme era simples e havia uma regido cortical internamente que ja mostrava sinais de
rompimento devido a quantidade de tecido vascular secundéario (Figura 3-A-C). Junto
ao cortex, percebia-se que o periciclo estava se tornando em felogénio, com células ja
em processo de divisao celular (Figura 3-C). O xilema secundario ja havia se tornado
circular e era circundado por floema secundario (Figura 3-B e D). N&o foi possivel
classificar o xilema primario quanto ao numero de polos de protoxilema em funcgéo da

quantidade de cambio vascular secundario (Figura 3-B-F).

5.2. Eficiéncia do reagente hematoxilina na detecgéo de Al em tecidos de folha,
caule e raiz de Qualea dichotoma (Mart.) Warm.

Os resultados do teste com hematoxilina mostraram uma coloragdo que vai de
azul a roxo escuro, sendo que, em geral, foi possivel observar maior intensidade nos
tecidos das plantas crescidas com Al (Figuras 1 a 3). Nas plantas controle, também
coraram com hematoxilina, que pareceu ser menos intensa que naquelas tratadas com Al
(Figuras 1 a 3). A Tabela 1 mostra de forma geral a detecgdo de Al nos trés orgéos
(folha, caule e raiz) das plantas cultivadas com e sem Al. E mostrada a intensidade do
corante hematoxilina para cada tecido dos 6rgdos citados, sendo: (-) ndo houve reacao,

(+) houve reagdo e (+ +) reacdo intensa.
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A Figura 1 mostra a folha de Q. dichotoma aos 60 dias de cultivo sob tratamento
com e sem Al corada com hematoxilina. E possivel verificar a diferenca no tamanho das
folhas cultivadas com Al (a esquerda) e sem Al (a direita) (Figura 1-A). Os cortes
transversais das folhas cultivadas sem Al (Figura 1-B) e com Al (Figura 1-C)
representando o controle para o teste histoquimico. Na Figura 1se observa cortes da
lamina foliar das plantas cultivadas sem Al e com Al. O teste com hematoxilina mostra
que aquelas crescidas com Al tiveram uma reacdo mais intensa que as folhas do

controle.

No Caule (Figura 2) as secgdes transversais mostram resultados semelhantes ao
que foi observado em folhas (Figural). A diferenca da reacdo entre os tratamentos
também foi perceptivel no caule. A Figura 2-D-F mostra o caule das plantas cultivadas
sem Al, nas quais nenhum dos tecidos mostrou a reacdo positiva. Por outro lado, na
Figura 2-G-1 mostra o corte transversal de caule das plantas cultivadas com Al, onde foi
possivel observar coloragdo intensa na epiderme, medula, cortex, xilema, floema e

fibras do floema.

Em raiz (Figura 3-A-C) a reacdo com hematoxilina foi menos intensa nos dois
tratamentos. Em geral, todos os tecidos da raiz de Q. dichotoma com menos intensidade
com hematoxilina (Figura 3-D-F). Nas raizes de plantas tratada com Al coradas com
hematoxilina ndo se percebe grande diferenca em relacdo as raizes de plantas nao
tratadas (Figura 3-G-1).
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Tabela 1. Deteccdo de Al por anélise histoquimica com hematoxilina na raiz, caule e
lamina foliar de plantas de Qualea dichotoma (Mart.) Warm. aos 60 dias de cultivo na
presenca e auséncia de Al (150 puM).

Orgéo /tecido Sem Al Com Al

Folha

Epiderme adaxial - -

Epiderme abaxial + ++
Xilema + + 4+
Floema - + 4+

Cambio vascular - -
Parénquima - ++

Parénguima clorofiliano - -

Caule

Epiderme - + +
Cortex - ++
Xilema - ++
Fibras do floema - ++
Floema - ++
Medula - + +
Raiz

Epiderme - +
Endoderme - +
Cortex + +
Floema - +
Xilema - +

(-) ndo houve reagéo, (+) reacéo positiva, (+ +) reacdo positiva intensa
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Figura 1. Teste histoquimico com hematoxilina em ldmina foliar de Qualea dichotoma
(Mart.) Warm. aos 60 dias de cultivo com e sem Al A- Aspecto geral das folhas dos
tratamentos. A esquerda folha de planta crescida com Al. A direita folha de planta
crescida sem Al. B- Seccdo transversal da nervura principal da folha de Q. dichotoma
cultivada sem Al sem reacdo com hematoxilina. C- Sec¢éo transversal da nervura de Q.
dichotoma cultivada com Al ndo corada com hematoxilina. D-F-Seccdo transversal da
folha de Q. dichotoma corada com hematoxilina cultivadas sem a presenca de Al. D-
Nervura principal. E- Detalhe do feixe vascular da nervura principal. F- Regido
parenquimatica da nervura principal. G-1- Cortes transversais da folha de Q. dichotoma
corada com hematoxilina cultivadas na presenca de Al. G- Nervura principal de folha
corada com hematoxilina. H- Feixe vascular da nervura principal. I- Paréngquima da
Nervura principal na face abaxial. Eab: epiderme abaxial, Ead: Epiderme adaxial, cv:
cambio vascular, Pa: parénquima, Fl: floema, Xi: xilema. Barras de Escalas: B-C: 200
pum; D-H: 100 um; F-I: 25 um. Seta indica a reac¢éo positiva no xilema.
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Figura 2. Teste histoquimico para deteccdo de Al em caule de Qualea dichotoma
(Mart.) Warm. com 60 dias de cultivo na presenca e auséncia de Al. A-C- Seccdes
transversais do caule de Q. dichotoma sem uso de corante. D-F- Cortes transversais do
caule de Q. dichotoma cultivada sem Al corado com hematoxilina. G-1- Caule de Q.
dichotoma em seccéo transversal cultivada com Al corado com hematoxilina. Perceba a
diferenca na intensidade de coloracdo entre amostras dos dois tratamentos. Ct: cortex,
Ep: epiderme, Fbf: fibras do floema, Flb: f ibras libriformes, Fl. floema, Me: medula,
Xi: xilema. Escalas: A, B, D, E, I =200 um; C, F, G, H— 100 um.
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Figura 3. SeccOes transversais de raizes de Qualea dichotoma (Mart.) Warm. aos 60
dias de cultivo na presenga e auséncia de Al coradas com hematoxilina. A-B- Raizes de
Q. dichotoma sem uso de corante. C-D. Raizes de Q. dichotoma cultivada sem Al e
coradas com hematoxilina. E-F- Raizes de Q. dichotoma cultivadas com Al e coradas
com hematoxilina. Ct: cortex, En: endoderme; Ep: epiderme, FI: floema secundario, Pe:
periderme, Xi: xilema secundario. Barras de Escalas: A, C, F — 100 um; E — 200 pm.
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6. DISCUSSAO
6.1. Anélise anatdmica

Anatomicamente, ap0os 60 dias de cultivo plantas de Q. dichotoma crescidas com
e sem Al ndo apresentaram grandes diferencas internas na raiz, caule e lamina foliar. E
provavel que o tempo de exposi¢do ainda ndo tenha sido suficiente para que a presenca
ou auséncia do Al provocasse uma alteracdo anatomica. De forma semelhante, estudos
com plantas de Q. grandiflora nas mesmas condic¢des, com 120 dias de cultivo ndo foi
verificado diferencas anatbmicas entre os tratamentos. A sugestdo foi que o
desenvolvimento das plantas ainda estivesse em fase inicial sendo ainda cedo para

perceber diferengas desta natureza (Silva, 2012).

6.2. Localizagdo do Al em Q. dichotoma evidenciado pelo corante hematoxilina

A utilizacdo de testes histoquimicos tem sido bastante usada para detectar
metais em diferentes tecidos e compartimentos celulares, sendo de grande importancia
nos estudos de localizagdo de ions de Al (Haridasan, 1986). No presente trabalho foi
analisada a eficiéncia do corante hematoxilina em detectar Al nos tecidos de folha, caule
e raiz de plantas de Q. dichotoma cultivadas com e sem Al, fornecido na forma de AICl;
(150 uM) durante 60 dias.

Os resultados (Tabela 1) mostram que a hematoxilina foi capaz de detectar a
presenca de Al nas plantas de Q. dichotoma cultivadas sem a presenca do Al. No
entanto, a maior intensidade de reacdo foi nas plantas tratadas com Al, notada
principalmente em lamina foliar e caule. Entretanto, em raizes a reacdo com
hematoxilina mostrou diferenca sutil de intensidade de coloragdo entre os tratamentos.
Devido a essas inconsisténcias, serdo necessarios novos testes com outros corantes mais

sensiveis que consigam detectar pequenas quantidades de All.

Em Q. dichotoma a detecgdo da presenga de Al em tecidos de lamina foliar e
raiz das plantas que ndo receberam Al ja era esperada. Semelhantemente, Q.
grandiflora, espécie do mesmo género, submetida a condi¢fes similares de crescimento,
a hematoxilina também mostrou a presenca de Al em tecidos do caule e raiz (Silva,
2012). Ja no limbo foliar (Tabela 1) de Q. dichotoma, o tratamento controle também

evidenciou a presenca deste metal na epiderme abaxial, fato que ndo ocorreu em Q.
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grandiflora (Silva, 2012). Portanto, os resultados em Q. dichotoma sdo consistentes
com os encontrados em Q. grandiflora e V. pyramidalis quando em baixas
concentracdes de Al (Andrade et al., 2009).

A deteccdo de Al no limbo foliar das plantas que ndo receberam Al indica que o
Al pode ser mobilizado das sementes para as partes aéreas. A mobilizacdo do Al
também foi sugerida por Haridasan (1986) ao utilizar o corante aluminon e verificar
intensa coloracdo nos elementos do floema de folhas de espécies das familias
Melastomataceae, Rubiaceae e Vochysiaceae. Desta ultima familia, foram analisadas

trés espécies de Qualea, Q. grandiflora, Q. multiflora e Q. parviflora.

As indicacOes deste teste mostram que plantas que receberam Al houve detecgéo
do metal na epiderme abaxial, xilema, floema e parénquima das folhas. Nao se observou
reacdo positiva no parénquima clorofiliano e epiderme adaxial. O parénquima
clorofiliano é mostrado sem reacdo positiva em trabalho com dez acumuladoras de Al
ao serem coradas com aluminon (Haridasan et al, 1986). Porém, em Q. grandiflora se
verificou uma coloracgdo deste tecido na presenca de hematoxilina. Isto sugere que possa
haver acumulo de Al neste tecido e os cloroplastos podem ser um local de acumulo
(Silva, 2012). Isto tambem foi observado em estudos Vochysia piramidalis, Sclerobium
paniculatum e Q. grandiflora (Andrade et al., 2009).

Desta forma é possivel concluir que a deteccdo e intensidade da coloracdo
podem variar de espécie para espécie e mesmo dentro da mesma planta dependendo das
condicBes de crescimento. Além disso, é possivel que o tempo de crescimento e
exposi¢do ao Al também possa influenciar na eficiéncia do corante. Outros trabalhos
histoquimicos com hematoxilina mostram resultados parecidos em tecidos foliares de
Qualea multiflora Mart., Palicourea rigida H.B.K., e Vochysia thyrsoidea (Haridasan
et al., 1987; Haridasan, 2008). Cotta et al. (2008) também utilizaram hematoxilina para

confirmar a presenca de Al nas folhas de Vochysia thyrsoidea e Q. grandiflora.

A falta de reacdo positiva nos tecidos do caule das plantas controle de Q.
dichotoma (Tabela 1) mostra que este 6rgdo pode ndo acumular Al, mas ser apenas o
caminho para a mobilizagdo deste metal pela planta. Resultados similares foram vistos
em Q. grandiflora onde a hematoxilina também n&o evidenciou a presenca de Al em

alguns tecidos deste Orgdo (Silva, 2012). Outra possibilidade seria a capacidade de
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resolucdo da hematoxilina em detectar a presenca de Al. E possivel que este corante néo
seja capaz de detectar concentracbes menores de Al. Outra questdo se refere a
consisténcia deste corante em detectar este metal, visto que ele foi capaz de mostrar a
presenca de Al em tecidos condutores de varios 6rgdos (Haridasan et al., 1986;
Haridasan, 2008), porém em tecidos caulinares de Q. dichotoma que ndo receberam Al
ndo houve reagio positiva. E importante ressaltar que mesmo sem receber o metal estas

plantas possuem Al em seus tecidos devido o suprimento pelas sementes.

Em raiz de Q. dichotoma ocorreu coloracdo no cortex das plantas de ambos 0s
tratamentos. Este fato também foi verificado em raizes de Q. grandiflora coradas com
hematoxilina (Silva, 2012). A coloracédo de tecidos da raiz como epiderme, parénquima
cortical, endoderme e floema também foi verificada em outras plantas como Q.
grandiflora (Silva, 2012) e ja em outro trabalho com V. piramydalis e Q. grandiflora a
reacao positiva na epiderme se observou apenas sob altas concentracGes de Al (Andrade
et al., 2009). Semelhantemente, Vochysia rufa Mart., outra acumuladora de Al, reagdes
positivas para Al foram verificadas somente sob concentracdes elevadas de Al
disponivel (Andrade et al., 2009). Contudo, V. piramydalis apresentou reacdo positiva
para cortex e endoderme como encontrado independentemente da quantidade de Al
fornecida a planta (Andrade et al., 2009).
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7. CONCLUSOES

¢ Na lamina foliar, a alta intensidade na coloracdo das plantas que receberam Al,
em especial no parénquima clorofiliano, confirma que Q.dichotoma acumula

grandes quantidades de Al em suas folhas.

e A falta de reacdo positiva nos tecidos do caule das plantas controle sugere que
este Orgdo pode ndo acumular Al mas ser apenas um caminho para a
mobilizacdo desse metal na planta.

e Em geral a coloracdo nos tecidos condutores da lamina foliar, raizes e caule das
plantas que receberam Al sugere a mobilizacdo do metal para outras partes da

planta durante seu desenvolvimento.
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CAPITULO Il - Analise do perfil metabdlico de Qualea
dichotoma (Mart.) Warm. (Vochysiaceae) por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometro de massa (GC-MS) em

resposta a presenca ou auséncia de Al.
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1. Analysis of metabolic profile Qualea dichotoma (Mart.) Warm. (Vochysiaceae)
by gas chromatography-mass spectrometer (GC-MS) in response to the presence

or absence of Al.

1.1. Abstract

Numerous plants are metabolically affected by the toxic effects of Al. However,
during the evolutionary process, some plants have developed mechanisms to minimize
or neutralize the harmful effects of Al on cellular metabolism. These plants are known
in the literature as either resistant or tolerant according to the type of mechanism. The
literature also shows that there are plants that besides tolerate also accumulate large
amounts of Al in their tissues. Typically, the Cerrado has acid soils and many Al
accumulating species. Among which is Qualea dichotoma, the object this study.
Therefore, the metabolic profile of Q. dichotoma plants grown with or without Al was
investigated. After cultivation of plants for 60 days in nutrient solution supplemented or
not with Al, samples of plants from both treatments were collected and analyzed to
determine their metabolic profiles by GC-MS. The identification of compounds was
performed by comparison existing data from NIST library and AMDIS program. The
metabolic map was constructed by VANTED 2.5 program. The components detected in
leaves and roots showed the presence of organic acids, sugars, sugar alcohols and amino
acids. In leaves, organic acids were found in greater abundance in samples from plants
grown without Al, with the exception of quinic and shikimic acid. Regarding the sugar
alcohols, the myo-inositol was 46,94% higher in the samples of plants grown with Al.
Furthermore, the amino acid pyroglutamic acid was 285,53% more abundant in leaf
samples from plants not treated with Al. In roots, the acid quinic was twice as high as in
plants treated with Al. Sucrose exceeded by 64,79% the value found in the control
samples. Only serine presented in greater abundance in roots of the control, which was
133,96% higher than in plants treated with Al. We conclude that Q. dichotoma is not
affected negatively by Al. On the contrary, most likely, this species needs this metal for

better metabolism of their performance.

Keywords: Metabolic profile, aluminum accumulator, gas chromatography.
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2. Analise do perfil metabolico de Qualea dichotoma (Mart.) Warm. por
cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro de massa (GC-MS) em resposta a
presenca ou auséncia de Al.

2.1. Resumo

Inimeras plantas sdo afetadas metabolicamente com os efeitos toxicos do Al.
Contudo, ao longo do processo evolutivo, algumas plantas desenvolveram mecanismos
para minimizar ou neutralizar os efeitos maléficos do Al sobre o metabolismo celular.
Estas plantas s&o conhecidas na literatura como resistentes e tolerantes de acordo com o
tipo de mecanismo que realizam. A literatura mostra ainda a existéncia de plantas que
além de tolerar também acumulam grandes quantidades de Al em seus tecidos.
Normalmente o Cerrado tem solos acidos e muitas espécies acumuladoras de Al. Dentre
essas esta Qualea dichotoma, objeto deste estudo, portanto, o perfil metabdlico de Q.
dichotoma cultivada com e sem Al foi investigada. Apos cultivo das plantas por 60 dias
em solucédo nutritiva com e sem Al, amostras de plantas de ambos os tratamentos foram
coletadas e analisadas para determinar o perfil metabolico por GC-MS. A identificacdo
dos compostos foi realizada por comparagédo de dados existentes no banco de dados da
biblioteca NIST e com programa AMDIS. O mapa metabolico foi construido através do
programa VANTED 2.5. Os componentes detectados mostraram que tanto nas amostras
de folhas quanto de raizes foram encontrados &cidos organicos, aclcares, agucares
alcodlicos e aminoacidos. Em folhas, os acidos organicos foram encontrados em maior
abundancia nas amostras de plantas cultivadas sem Al, com excecdo dos acidos quinico
e chiquimico. Em relacdo aos acgucares alcodlicos, o mio-inositol foi 46,94% maior nas
amostras de plantas cultivadas com Al e o amino4cido &cido piroglutdmico 285,53%
mais abundante nas amostras de folhas de plantas ndo tratadas com Al. Em raizes, o
acido quinico foi duas vezes maior nas plantas tratadas com Al assim como sacarose
que superou em 64,79 % o valor encontrado nas amostras do tratamento controle.
Somente serina apresentou em raizes maior abundancia nas plantas controle, superando
em 133,96% as plantas tratadas com Al. Conclui-se que Q. dichotoma néo é afetada
negativamente pelo Al, e pelo contréario, € provavel que ela necessite deste metal para

melhor desempenho do seu metabolismo.

Palavras chave: Perfil metabdlico, acumuladora de aluminio, cromatografia gasosa.
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3. INTRODUCAO
3.1. O efeito do Al nas plantas

O Al presente no solo, quando solubilizado, se torna tdxico para boa parte das
plantas. Estudos tém mostrado que essa toxicidade afeta mais frequentemente espécies
de interesse agronémico como é o caso do arroz (Oriza sativa L.) (Vicente et al., 1998),
milho (Zea mays L.) (Li et al., 2000; Wang et al., 2015), feijdo (Phaseolus vulgaris L.)
(Massot et al., 1999, 2002). Nestas plantas o metabolismo celular é prejudicado, assim
como o sistema radicular, o que resulta na diminuicdo do crescimento das raizes
(Kochian, 1995; Kochian et al., 2004; Barcel6 e Poschenrieder, 2002; Hartwig et al.,
2007). Consequentemente, a absor¢do de dgua e outros nutrientes minerais pelas raizes
decrescem consideravelmente prejudicando o desenvolvimento da planta (Wang et al.,
2015).

Ao longo do processo evolutivo, algumas plantas desenvolveram mecanismos
para minimizar ou neutralizar os efeitos maléficos do Al sobre o metabolismo celular.
Em decorréncia disso, existem plantas que toleram e acumulam grandes quantidades de
Al em seus tecidos (>1g de Al. Kg™ de matéria seca) e aquelas que excluem esse metal
ndo permitindo sua entrada em seus orgdos (Chenery, 1948). Ambos 0s mecanismos
tém o envolvimento de acidos orgénicos. Como exemplo, 0 mecanismo de exclusdo
consiste na liberacdo de acidos organicos que se ligam ao Al, imobilizando-0 na
rizosfera evitando assim a entrada desse metal na planta. Por outro lado, plantas capazes
de acumular Al toleram grandes quantidades deste elemento em seus érgdos e tecidos.
Neste processo, 0s acidos organicos quelam o Al no simplasto e o transporta para
compartimentos celulares como vacuolo (Delhaize et al., 1993; Kochian, 1995; Kochian
et al., 2005; Hartwig et al., 2007; Kochian et al., 2015).

Além disso, algumas plantas ndo apenas acumulam Al, mas precisam deste
elemento para crescer e desenvolverem adequadamente. Como exemplo, a planta
Camellia sinensis tem um melhor crescimento radicular quando exposta a pequenas
quantidades de Al (Xu et al., 2016). Adicionalmente, plantas do Cerrado também estdo
adaptadas a altos teores de Al nos solos, e se desenvolvem melhor na presencga deste
metal, sendo que sua auséncia leva essas plantas a apresentarem sinais de estresse
(Machado, 1985; Haridasan, 2008"?; Silva, 2012).
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3.2. A metabolémica no estudo de estresses de plantas

A resposta dos seres vivos (tolerancia/adaptacdo) a estresses abidticos tem sido
mais profundamente compreendida com o avanco das tecnologias p6s-gendmicas como
transcriptoma, protedGmica e metabolomica (Urano et al., 2010). Nesse sentido, os
metabolitos sdo resultados da expressdo de genes que respondem a estimulos do meio
ambiente (Arbona et al., 2013), resultando em fendtipo especifico (Fukusaki e
Kobayashi, 2005). Assim, metabolémica sendo a ciéncia, que entre as “Omicas”, tem
como objetivo a caracterizacdo, identificacdo e quantificacdo dos metabolitos em
determinado 6rgdo, tecido ou célula de um dado organismo em determinada fase de
desenvolvimento ou condi¢do ambiental (Fiehn, 2001; Arbona et al., 2009; Arbona et
al., 2013).

O uso da metabolomica pode fornecer informagdes valiosas que podem
contribuir para esclarecer mecanismos complexos onde muitos metabolitos estdo
inseridos (Patti et al., 2012; Chagoyen e Pazos, 2012), assim esclarecer processos
metabolicos envolvidos nas respostas fisioldgicas a diversos tipos de estresses bioticos e
abioticos. No caso de estresses abidticos as plantas sdo capazes de responder com
mudancas metabdlicas a fim de desenvolver adaptacGes para suportar e minimizar o

efeito do estresse (Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, 2006).

A grande variedade das moléculas com diferentes estruturas e propriedades
quimicas torna a metaboldmica uma tarefa bastante dificil de ser executada (Kim e
Verpoorte, 2010). Assim, os pesquisadores tém se concentrado em estudar o que
representa apenas uma fracdo do metaboloma, focando em metabdlitos especificos
associados a determinada condicao, tal estudo de apenas uma parte do metaboloma €
conhecido como perfil metabolico (Desbrosses et al.,, 2005). Em plantas, a
complexidade metabdlica é maior que em muitos outros organismos (Allen et al., 2009;
Sweetlove e Ratdiffe, 2011). Esse fato se deve a muitos fatores, dentre eles esta a
vulnerabilidade as condi¢Bes ambientais em decorréncia de ser um organismo séssil
(Sweetlove e Ratdiffe, 2011).

Diante dessa peculiaridade, para alcancar o maior numero de metabdlitos

envolvidos em vias metabdlicas em plantas submetidas a condi¢des especificas tém sido
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utilizadas técnicas analiticas de separacdo acoplado e compativel a um detector de
massas (Desbrosses et al., 2005). A cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de
massa (GC-MS) é uma das técnicas mais usadas na metabolémica de plantas até o
presente momento, sendo capaz de selecionar grupos de metabdlitos, principalmente os
volateis e metabolitos primarios como aminoacidos, aglcares e intermediarios do ciclo
TCA (&cido tricarboxilico) (Desbrosses et al, 2005; Schauer e Fernie, 2006).

Outra vantagem do uso do GC-MS ¢ o fato de ser uma alternativa de custo
menos elevado se comparado a outras técnicas usadas para o0 mesmo fim. Porém, é
necessario que a amostra seja volatil para ser analisada mas isso é facilmente
conseguido por uma derivatizagcdo quimica. Os picos cromatogréficos provindos das
anélises das amostras no GC-MS séo identificados com maior eficiéncia com o uso do
sistema de identificacdo AMDIS (Automated Mass Spectral Deconvolution and
identification System) (Haelket et al., 1999). Uma das desvantagens dessa técnica €
devido a grande quantidade de dados gerados para serem identificados. Quando o
objetivo da andlise € a identificacdo de metabdlitos primarios o nivel de dificuldade é
reduzido devido uma maior disponibilidade de informacfes em banco de dados para
estes metabdlitos (Luedemann et al., 2008), ao contrério do que ocorre com metabdlitos
secundarios, onde a quantidade de informacGes sobre estes é bem menor em banco de
dados (Matsuda et al., 2009).

Inimeros estudos de estresses ambientais em plantas tém sido realizados com a
utilizacdo do GC-MS, porém sdo relativamente reduzidos os estudos de caracterizagdo
de metabdlitos relacionados a estresse por metais em geral (Wang et al., 2015). Menor
ainda € a quantidade de trabalhos na literatura que traz o perfil metabolico de plantas na
interacdo com o Al. Devido ser uma técnica relativamente nova os poucos trabalhos
encontrados sdo recentes (Xu et al, 2016). No caso de Qualea dichotoma
(Mart.)Warm., foco deste trabalho, ndo ha na literatura sobre o seu perfil metabolito em

resposta a presenca ou auséncia de Al.

3.3. Perfil metabdlico de plantas submetidas a estresses ambientais

A sensibilidade, tolerancia ou a superacdo de qualquer condi¢do de estresse
envolvem alteragdes metabdlicas da planta em resposta as condi¢des a ela imposta

(Cattivelli et al., 2008). Arbona et al. (2013) listaram diversos estimulos abioticos tais
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como seca, alagamento, temperatura e salinidade e as respectivas mudancas induzidas
por estes no metabolismo das plantas. Segundo esses autores, as respostas metabolicas
mais evidentes diante de estresses ambientais ocorrem no metabolismo primario, onde
0s niveis de acgucares, acUcares alcoolicos, aminoacidos e intermediarios do TCA
apresentam alteracGes. Além disso, alteracBes no metabolismo secundario sdo menos

evidentes, porém, podem ocorrer dependendo do tipo de estresse.

Em geral, 0 aumento nas quantidades de acidos organicos como malato, citrato,
fumarato, oxalato e lactato tém sido frequentemente relacionadas com diversos tipos de
estresses ambientais (Arbona et al., 2013). No caso de estresse por Al, as plantas
aumentam a sintese dos &cidos orgénicos com a finalidade de formar compostos
estdveis com este metal, dentro ou fora da planta, resultando no aumento da
tolerancia/resisténcia a este elemento (Kumari et al., 2008; Eticha et al., 2010;
Inostroza-Blancheteau et al., 2012; Brunner e Sperisen, 2013; Ding et al., 2013;
Kochian et al., 2015). No entanto, outros autores mostram que para algumas plantas néo
ha correlacdo direta entre Al e aumento de acidos organicos. Nesses casos, 0s niveis de
acidos organicos podem até diminuir em plantas/cultivares mais tolerantes como
verificado em arroz (Yang et al., 2008; Famoso et al., 2010) e milho (Alves et al.,
2001).

Com relacdo aos niveis de agucares em resposta a estresses abioticos, diversos
trabalhos relatam que um aumento nos acucares redutores pode conferir osmoprotecédo
e, em consequéncia, manter a performance da fotossintese nas plantas diante de
estresses ambientais (Chaves Filho e Stacciarini-Seraphin, 2001; Kaplan e Guy; Sharp
et al., 2004; lordachescu e Imai, 2008; Arbona et al., 2013; Wang et al., 2015).
Adicionalmente, osmoprotecdo pode ser incrementada com o aumento de aminoacidos
como prolina, cuja sintese € maior em situacfes de estresses contribuindo com a
manutencdo de turgéncia celular que € essencial para o funcionamento adequado do seu
metabolismo (Arbona et al., 2003, 2008, 2013).

E fato que as respostas metabélicas induzidas especificamente pelo Al em
plantas podem variar dependendo da espécie. Uma planta muito estudada pela sua
relacdo com este metal € a C. sinensis. Esta planta é capaz de acumular grandes

quantidades de Al nos seus tecidos e tem seu crescimento radicular estimulado, até certo
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ponto por este metal. O primeiro estudo de perfil metabolico desse tipo de cha através
de GC- MS foi realizado por Xu et al. (2016). Esse trabalho fornece novas informagoes
sobre as respostas do Al em plantas. Em resumo, nesta espécie o Al alterou os niveis de
acido quinico, assim como a via do acido chiquimico nas raizes. Estas alteracdes foram
consideradas como adaptacOes de C. sinensis a presenca do Al. Esses compostos podem
agir de forma conjunta para formar acidos capazes de auxiliar na eliminacéo de ROS na
planta que podem ser formadas pela presenca do Al assim como pela respiracdo (De
Maria e Moreira, 2004; Pérez-Urria Carril e Avalos Garcia, 2009). Além disso, se
verificou um aumento nos niveis de acidos organicos como malato e lactato em dois
genotipos (sensivel e tolerante) dessa mesma planta em resposta a auséncia de Al (Xu et
al., 2016).

O perfil metabdlico de C. sinensis pode ser semelhante ao de plantas
acumuladoras nativas como Q. grandiflora, Q. dichotoma e V. thyrsoidea. E importante
salientar que essas plantas tém o seu desenvolvimento comprometido na auséncia do Al
enquanto C. sinensis desenvolve melhor as raizes quando em pequenas quantidades de
Al (Machado, 1985; Silva, 2012; Xu et al., 2016). Até onde se sabe, ndo ha relatos de
nenhum trabalho até o momento que aborde alteracBes metabolicas em uma destas
espécies do Cerrado. Portanto o perfil metabolico de Q. dichotoma pode vir a trazer
grande contribuicdo e ajudar na elucidacdo do metabolismo do Al em plantas

acumuladoras deste metal.
4. MATERIAL E METODOS

A extragdo de metabolitos foi realizada em amostras de folhas e raizes de plantas
de Qualea dichotoma (Mart.) Warm. (Vochysiaceae) submetidas a dois tratamentos,
plantas crescidas com Al e sem Al, apds 60 dias de cultivo. Foram realizadas cinco
repeticGes para cada 6rgédo e cada condicdo, sendo cada repeticdo composta por pool de

trés individuos.

4.1. Extracdo de metabolitos

O material foi liofilizado por 48 h e macerados com pistilo de vidro. Foram
pesados aproximadamente 10 mg de cada amostra e colocados em tubo plastico de

microcentrifuga (eppendorf) de 2 mL. A extragdo foi realizada através do método
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metanol-ribitol relatado por Lisec et al. 2006, com modificacdes. As amostras foram
adicionados 1,4 mL de metanol PA (Sigma-Aldrich) e 60 pL de Ribitol (Sigma-Aldrich)
a 0,2 mg. mL™. O Rithitol foi adicionado como padréo interno para suprir qualquer
perda de material de cada amostra que tenha ocorrido durante a extracdo. Esta solucao
foi entdo vortexada por 10 s para ressuspensdo do material. Em seguida as amostras
foram incubadas a 70 °C por 10 min em termoagitador. Posteriormente, as amostras
foram centrifugadas a 10.000 g por 10 min para formacéo do pellet, e do sobrenadante
foram retirados 750 pL e transferidos para microtubo de vidro (Vials). Ao sobrenadante
(750 pL) foram adicionados 375 pL de cloroférmio gelado (-20 °C) mais 750 pL de
MilliQ H,O gelada (4 °C). Essa mistura foi vortexada por 10 s e centrifugada a 2.200 g
por 10 s formando duas fases. Foram transferidos da fase superior para um novo tubo de
plastico 150 pL de cada amostra. As amostras foram colocadas em um concentrador a
25 °C por 2 h a vacuo para seca-las. Para uma posterior derivatizagdo as amostras foram
estocadas a -80 °C.

4.2. Derivatizacao e espectrometria de massa

As etapas de derivatizacdo e analise das amostras também seguiram o protocolo
de Lisec et al. (2006) como descrito a seguir. Para inicio da derivatizacdo as amostras
foram colocadas em um concentrador a vacuo a 20 °C por 30 min para secar gotas de
agua formadas durante o armazenamento. Aos tubos com as amostras foram
adicionados 40 pL de cloridrato de metoxiamina a 20 mg. mL™ (Sigma-Aldrich) em
piridina PA e vortexados por 10 s. Em seguida foram colocadas em termoagitador por 2
h a 37 °C e centrifugadas por 10 s. Foi adicionada 70 pL de MSTFA (N-Methyl-N-
(trimethylsilyl) trifluoroacetamide) e colocados novamente no termoagitador por 30 min
a 37 °C. Em seguida foi realizada centrifugacdo por 10 s para remover o reagente
condensado na parede e/ou tampa dos tubos. Foram transferidos 100 pL da amostra para
tubos de microvolume de vidro (inserts) que permaneceram encaixados em microtubos
de vidro (Vials). A andlise da amostra adquirida apds a derivatizacdo foi realizada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas (GC-MS).

O gas de arraste utilizado foi o gas hélio com fluxo de 1,5 mL.min™ com
manutencgéo da taxa de fluxo constante. Os microtubos de vidro contendo as amostras

foram inseridos no equipamento, ¢ 1 pL de cada amostra foi retirado com injegao,
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acoplada ao GC-MS, a 230 °C e injetada na proporg¢éo 10:1 tanto para folha quanto para
raiz. A corrida no cromatégrafo foi executada com o auxilio de uma coluna de 30 m
HP-5. O programa iniciou com temperatura de 70 °C mantidos por 5 min, e em seguida
a temperatura foi aumentada na taxa de 5 °C. min™ até atingir 330 °C e estabilizada por
10 min. No detector de massas a faixa de massa registrada foi de 70 a 600 m/z e o
detector de voltagem foi de aproximadamente 1700-1850 V.

4.3. Analise dos espectros obtidos pelo GC-MS e constru¢do do mapa metabdlico

A identificacdo dos compostos foi realizada por comparacdo dos espectros de
massas das amostras com aqueles existentes no banco de dados da biblioteca NIST
(National Institute of Standards and Technology) com programa AMDIS. A
quantificacdo foi baseada nas areas dos picos, considerando a area total dos picos como
100%. Através deste programa foi possivel identificar dentre outras informacGes, a
massa e 0 numero de scan de cada composto encontrado. Foi feito um cruzamento
destes dados de massa e scan encontrados a partir do AMDIS com os dados gerados
apos o alinhamento de todas as amostras, 0 qual mostrou a abundancia comparativa de
cada metabolito nas amostras de plantas crescidas com e sem Al. Os metabolitos
detectados na amostra controle, ou seja, o branco foram ignorados nas amostras para

efeito de analise.

O perfil metabdlico foi obtido pela anélise de comparacdo dos valores médios
com aplicacdo do Teste t (significancia 5%) realizado no proprio programa
Visualisation and Analysis of Networks containing Experimental Data (VANTED) 2.5.
O mapa metabolico foi construido de acordo com modelo ja pré-estabelecido pelo
programa, porém com modificacdes de retirada ou acréscimo de alguns metabolitos

encontrados ou ndo em Q. dichotoma.

5. RESULTADOS
5.1. Perfil metabdlico por GC-MS

As Tabelas 1 e 2 mostram a abundancia relativa média dos metabdlitos presentes
nas folhas e raizes de Q. dichotoma com 60 dias de cultivo crescidas com e sem Al. A

coluna de porcentagem mostra 0 aumento relativo de cada metabdlito em cada
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tratamento. Assim, tanto nas amostras de folhas quanto de raizes foram encontrados

acidos organicos, agucares, actcares alcodlicos e aminoacidos.

Em folhas, os &cidos organicos foram encontrados em maior abundancia nas
amostras de plantas crescidas sem Al, com excecdo dos &cidos quinico e chiquimico.
Assim, quando comparadas com plantas tratadas com Al, a abundancia relativa dos
acidos organicos malato, citrato, &cido glicérico e acido trebnico nas plantas do
tratamento sem Al foram respectivamente 269,08%, 364,68%, 104,36% e 110,09%
maiores (Tabela 1). E importante salientar que as abundancias relativas dos acidos
organicos com maiores quantidades relativas no controle foram significativamente
diferentes entre os dois tratamentos. Por outro lado, nas plantas crescidas com Al, o
acido quinico e &cido chiquimico tiveram maiores abundancias que nas amostras do
tratamento sem Al. Contudo, com relacdo a esses acidos organicos, ndo se verificou

diferengas significativas entre os dois tratamentos (Tabela 1).

Quanto aos aglcares, 0s monossacarideos frutose, glicose, e galactose foram
detectados nas amostras de folhas de Q. dichotoma. Embora esses agucares tenham sido
encontrados em maior quantidade no tratamento sem Al, ndo houve diferencas
significativas entre os valores detectados para nenhum desses acucares (Tabela 1). No
que se refere a sacarose, apesar desse dissacarideo ter sido encontrado com abundancia
de 33,82% maior que o controle, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
(Tabela 1). Os acUcares alcodlicos, como glicerol e mio-inositol, também foram
encontrados nas amostras de folhas de plantas de Q. dichotoma. Todavia, apenas o mio-
inositol apresentou diferenca significativa entre os dois tratamentos, e foi 46,94% maior

nas amostras de plantas crescidas com Al (Tabela 1).

Em relacdo aos aminodcidos, somente serina e &cido piroglutdmico foram
detectados em amostras de folhas. No entanto, mesmo que a quantidade relativa de
serina fosse maior quantidade nas plantas crescidas sem Al, apenas o acido
piroglutamico mostrou diferenca significativa entre os tratamentos, sendo 285,53% mais

abundante nas amostras de folhas de plantas ndo tratadas com Al (Tabela 1).

A Tabela 2 mostra os metabdlitos e respectivas abundéancias relativas presentes
nas amostras de raiz de plantas crescidas com e sem Al. Em raizes, foram detectados 0s

seguintes &cidos organicos: oxalato, acido gluconico, malato, citrato, &cido chiquimico e
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acido quinico. Embora oxalato e acido glucdnico tenham sido encontrados em maior
abundancia em raizes de plantas crescidas sem Al, ndo houve diferenca estatistica entre
0s tratamentos para esses compostos. Semelhantemente, malato, citrato e 4acido
chiguimico também néo apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos. Por
outro lado, no que diz respeito ao acido quinico, sua abundéncia foi significativamente
maior nas raizes de plantas crescidas com Al apresentando praticamente o dobro da

quantidade observada nas amostras do tratamento controle (Tabela 2).

Monossacarideos também foram detectados em raizes de Q. dichotoma e estédo
listados na Tabela 2. Frutose, glicose e galactose, apesar de maior abundéncia nas
plantas crescidas sem Al, ndo apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos.
No entanto, a abundancia do dissacarideo sacarose foi significativamente maior nas
raizes de plantas tratadas com Al, superando em 64,79 % o valor encontrado nas
amostras do tratamento controle (Tabela 2). Quanto aos agUcares alcodlicos, glicerol e
mio-inositol, ndo se observou diferencgas significantes entre os tratamentos (Tabela 2).

Ainda em raiz, dois aminoacidos, serina e acido piroglutamico foram
encontrados em maior abundéncia nas plantas crescidas sem Al. No entanto, apenas
serina apresentou diferenca significativa entre os tratamentos, e sua abundancia relativa

foi 133,96% maior nas amostras de plantas crescidas sem Al (Tabela 2).
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Tabela 1- Relagdo de metabdlitos encontrados em folha de Qualea dichotoma

(Mart.)Warm. aos 60 dias de cultivo, crescidas com e sem aluminio.

Tempode Abundancia  Apundancia A%
Metabolitos Massa retencao relativa relativa (em relacéo
(min) (sem Al) (com Al) a0 controle)

Acidos organicos
Malato * 233 22541466 561 152 -269,08
Citrato * 273 30122116 1092 235 364,68
Acido quinico 345 31121651 184131 301301  +63,63
Acido chiquimico 204 29880667 2572 5419 +110,69
Acido glicérico * 189 18425434 562 275 -104,36
Acido trednico * 292 24478733 454 218 -110,09
AcuUcares
Sacarose 361 44772449 105231 140827 +33,82
Frutose 217 31413633 20472 18940 -8,08
Glicose 319 31930250 33727 30342 -11,15
Galactose 319 32267166 3785 3415 -10,83
Acucares alcodlicos
Glicerol 205 16847534 432 483 +11,80
Mio-inositol * 217 35501583 22818 33531 +46,94
Aminoacidos
Serina 219 16156866 58 42 -38,09
Acido piroglutamico * 156 23164749 3898 622 -285,53
Outros
Etanolamina 174 15438100 2009 2279 +13,43

* Compostos seguidos por este simbolo sdo significativamente diferentes pelo Teste t

(P<0,05).
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Tabela 2- Relagdo de metabdlitos identificados em raiz de Qualea dichotoma (Mart.)

Warm. aos 60 dias de cultivo, crescidas com e sem aluminio.

Tempo de Abundancia  Abundancia A%
Metabélitos Massa retencio relativa relativa (em relagéo
(min) (sem Al) (com Al) ao controle)
Acidos
Malato 233 22541466 1225 1379 +12,57
Citrato 273 30122116 2770 2903 +4,80
Oxalato 219 11473733 281 212 -32,54
Acido quinico * 345 31110451 36469 74512 +104,31
Ac_ido _ 204 28875084 1067 1340 +25,58
chiquimico
Acido glucbnico 292 33850716 231 217 -6,45
Acucares
Sacarose * 361 44772449 138918 228930 +64,79
Frutose 217 31413633 21943 26128 +19,07
Glicose 319 31930250 51610 43930 -17,48
Galactose 319 32267166 6382 5559 -14,80
Acucares
alc_oélicos
Glicerol 205 16847534 13634 13293 -2,56
Mio-inositol 217 35501583 4795 6698 +39,68
Aminoacidos
Serina * 219 16156866 248 106 -133,96
Acido 156 23164749 39567 26415 -49,78
piroglutdmico
Outros
Etanolamina 174 15438100 786 910 +15,77

* Compostos seguidos por este simbolo sdo significativamente diferentes pelo Teste t

(P<0,05)
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5.2. Mapas metabdlicos

As Figuras 1 e 2 mostram 0s mapas metabolicos construidos pelo programa
VANTED 2.5 representando o perfil metabolico nas folhas e raizes de Q. dichotoma de
plantas crescidas com e sem suplementacdo de Al. E importante dizer que os referidos
mapas ndo representam exatamente o metabolismo total das folhas e raizes dessas
plantas, mas apenas, e de forma simplificada, as vias nas quais os metabdlitos
encontrados estdo envolvidos. O sentido da reacdo ndo estd mostrado neste mapa e as

setas indicam apenas a interligacdo de compostos quando metabolizados.

Quanto ao numero e tipos de metabdlitos encontrados tanto nas folhas quanto
raizes, pode-se dizer que os resultados mostram similaridade entre os dois 6rgdos,
havendo poucos metabdlitos exclusivos de um determinado 6rgdo. Os acidos organicos,
como por exemplo, o acido glicérico e o acido trednico foram somente encontrados em
folhas de Q. dichotoma (Tabela 1 e Figura 1). JA em raizes, os acidos glucénico e

oxalato sdo exclusivos deste 6rgdo (Tabela 2 e Figura 2).

A Figura 1 mostra o mapa metabdlico comparativo nas folhas de Q. dichotoma
cultivada com e sem Al aos 60 dias de cultivo. Neste mapa € possivel observar as
correlacdes entre as diversas rotas sintéticas dos diferentes compostos detectados em
folhas. Pode-se observar que as rotas metabolicas compreendem a sintese de compostos
do metabolismo primério, na grande maioria, como também do metabolismo
secundario. Nesse contexto, temos o0s acglcares, 0s aminoacidos proteicos e acidos
organicos como compostos resultantes do metabolismo primario (Figura 1).
Consequentemente, esses compostos sdo produtos da atividade direta dos ciclos de
Calvin e Krebs. Adicionalmente, alguns metabdlitos secundarios foram identificados,
como os &cidos chiquimico e quinico que fazem parte do metabolismo aromatico em
plantas. Além destes, 0 aminoacido ndo proteico piroglutamato (acido piroglutamico),
que € um intermediario da degradacdo da glutationa, se mostrou abundante nas amostras

de folhas das plantas controle (Tabela 1 e Figura 1).

O que chama a aten¢do no modelo mostrado pelo mapa metabdlico é a posicao
central do ciclo de Krebs. Grande parte dos compostos quer sejam produtos do
metabolismo primario ou secundario usam esqueletos de carbono derivados do ciclo de

Krebs. A grande abundancia dos acidos organicos malato e citrato em amostras de
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plantas controle s&o consistentes com esta observagdo. Consideragdes similares sdo

validas tanto para amostras de folhas e raizes de plantas tratadas ou ndo com Al (Figuras
le?2).

Galactose.
1o 1 [ 1SemAl 1 Com Al
Galatose
4
Glicose-6P <« Maltose < Amido
Sacarose.
4 51
i 2 L0
Cisteina Gluconato —p Glicose =——————p Sacarose EOSID .
®o.0
; \ 1 \ I Frutose.
3 z1.25
0.0 Serina Hexoses-P Frutose |i‘| .
Glicerol. 0.0
F12s| T
il
EM‘,} Glicina 3-PGA =P Myo-Inositol ———> Ac. UDP-Glucénico

— |

myo-Inositol.
Glicerol A g
Ac. Ascérbico 5 Ij
Sos
' 0.0 e
Ac. Chiquimico.
533
213 Ac. Chiquimico <= Ac. Quinico PYR =) Alanina Ac. Treénico Ac. Trednico.
. 2:00
1 : D 3
Ac. Quinico. 2
= Oxalato l 0.00 -
Bas| ACET-COA
S0
So S.E T Trearato
Boo Triptofano \
Citrato.
l Oxaloacetato Citrato
/ \ :
1AA |
. . Malato Isoci
Fenilalanina Malato.
Z 1.00]
Eors|
Zoso *
8ol HE
Fumarato 2-Oxoglutarato
Ac. Cinamico \ /
Succinato
I Glutationa
Ac. Caféico Ac. Ferrilico Fenilpropandides Gaba <—— Glutamato
Piroglutamato.
=125
1l00
Piroglutamato § =
£o2L | wim

Ligninas

Arginina, Glutamina, Prolina

Figura 1: Perfil metab6lico comparativo em folha de Qualea dichotoma (Mart.) Warm.

cultivada por 60 dias com e sem Al. O asterisco indica diferenca significativa entre os
tratamentos (P<0,05).
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Figura 2: Perfil metabdlico comparativo em raiz de Qualea dichotoma (Mart.) Warm.
cultivada por 60 dias com e sem Al. O asterisco indica diferencga significativa entre os
tratamentos (P<0,05).
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Em raizes, praticamente as mesmas rotas metabolicas identificadas nas amostras
de folhas estdo mapeadas na Figura 2. O destaque estd relacionado mais com 0s
compostos cujas abundancias relativas foram significativamente diferentes entre os
tratamentos. Como exemplo, sacarose, um dissacarideo derivado do metabolismo
primario, assim como o &cido quinico do metabolismo secundario. Em ambos os casos,
a maior quantidade desses produtos foi observada nas amostras de plantas crescidas
com Al (Figura 2). O que também chamou a atencdo nas plantas cultivadas sem Al foi a
grande quantidade do aminoacido proteico como serina quando comparadas as plantas
do tratamento com Al (Figura 2). E importante salientar que uma das principais rotas de
sintese desse aminodcido esta relacionado ao processo de fotorrespiracéo.

6. DISCUSSAO
6.1. Metabolismo dos acidos organicos em resposta ao Al

Como mencionado anteriormente, os acidos organicos como citrato,
malato e oxalato estdo envolvidos com processos de tolerancia/resisténcia ao Al e sdo
capazes de imobilizar este metal tanto na rizosfera ou no interior de 6rgdos vegetais
formando complexos ndo toxicos a planta (Maron et al., 2010). Para muitas espécies a
quantidade de acidos organicos sintetizados para quelar o Al expressa o nivel de
tolerancia da planta ao metal. E farto na literatura os exemplos de plantas que
respondem ao Al dessa forma, como por exemplo, a correlacdo positiva entre a
liberacdo de acidos organicos e a resisténcia ao Al em trés variedades de milho (Kidd et
al., 2001). Contudo, em estudos com genotipos de soja com diferentes niveis de
tolerdncia foi encontrado que ndo se foi possivel estabelecer uma correlacdo entre
tolerdncia ao Al e a quantidade de &cidos organicos (Nian et al., 2005). Adicionalmente,
em B. decumbens suplementada com Al se constatou que a liberacdo de acidos
organicos pelo apice da raiz foi até 30 vezes menor que a de outras cultivares menos
tolerantes como milho e trigo mourisco (Wenzl et al., 2001). Isto mostra que elevados
niveis de acidos organicos e menores de toxidez do Al nem sempre mantém uma

correlacdo automatica.

Assim, diferente das plantas cuja tolerancia/resisténcia ao Al dependem desses
acidos organicos, em Q. dichotoma ndo se verificou uma correlagdo positiva entre a

suplementacdo de Al e aumento da abundancia de &cidos orgénicos. Assim, em folhas
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foram verificados valores significativamente maiores de citrato e malato nas amostras
de plantas do tratamento controle. Na verdade, a correlagdo entre a adicdo de Al na
solucdo nutritiva e quantidade de acidos organicos foi na sua maioria negativa, ou seja,
plantas que ndo receberam Al produziram mais acidos organicos. Esse fato ja é
suficiente para qualificar Q. dichotoma a parte da maioria das plantas
tolerantes/resistentes ao Al. Consistente com essa afirmacéo, em raizes de Q. dichotoma
também ndo se verificou aumento na producdo desses compostos nas plantas tratadas
com Al Com excecdo do acido quinico, ndo houve diferencas relevantes entre as

quantidades dos demais &cidos organicos.

N&o seria nenhum absurdo se esperar que plantas de Q. dichotoma que
recebessem Al e sdo conhecidas como acumuladoras desse metal produzissem uma
guantidade mais expressiva de acidos organicos visando estocd-lo em seus tecidos.
Entretanto, o que se verificou foi o contrario, ou seja, as quantidades de citrato e malato
nas folhas das plantas controle foram cerca de quatro vezes maiores que nas plantas que
receberam Al (Tabela 1). Assim, é provavel que os acidos organicos citrato e malato
ndo tenham a mesma fungdo observada em outras plantas que requerem este tipo de
composto para lidar com os efeitos maléficos do Al no metabolismo. Esses compostos
sdo conhecidos por conferir protecdo contra estresse oxidativo induzidos por metais,
incluindo o Al como pode ser visto em milho (Boscolo et al., 2003). Com base nessas
observacOes, € possivel que Q. dichotoma ndo sofra estresse pela presenca de Al.
Adicionalmente, os resultados mostram que a auséncia de Al possa estar induzindo
algum estresse nessas plantas. Essa ideia é consistente com as observacdes
morfoanatdbmicas e analises de crescimento apresentadas em capitulos anteriores, onde
plantas de Q. dichotoma sem suplementacdo de Al pareceram estar sob estresse.
Resultados semelhantes foram apresentados por Silva (2012) com Q. grandiflora. Nesta
especie, plantas ndo tratadas com Al também manifestaram sinais cloroticos e menor

crescimento que aquelas suplementadas com Al (Silva, 2012).

Este cenario pode ser melhor entendido ao comparar o padréo fisiolégico de Q.
dichotoma com outras plantas também acumuladoras de Al como Vochysia thyrsoidea
onde 0 mesmo padréo de desenvolvimento foi verificado na presenca e auséncia de Al
(Machado, 1985). Esses fatos corroboram que o Al néo representa toxicidade para a

maioria das plantas nativas do cerrado como afirmado por Haridasan (2008%).
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Outras espécies também apresentam o mesmo padrdo verificado em Qualea e
outras nativas. Camellia sinensis L. pode acumular em seus tecidos foliares até 0,3 g de
Al.Kg! de peso seco (Matsumoto, 1976). Essa planta também mostrou que o Al pode
beneficiar o seu crescimento, visto que em duas variedades o crescimento aéreo e
radicular foi maior na presenca de 0,8 mM de Al (Xu et al.,, 2016). Porém, a
concentracdo de Al de 1,6 mM foi estressante para a planta. Curiosamente, a planta que
ndo recebeu Al teve seu desenvolvimento geral comprometido e apresentou maiores
teores de malato e lactado, 0 que é consistente com os dados obtidos com Q. dichotoma.
Assim, a variedade menos tolerante ao Al apresentou maiores teores de malato além de
outros acidos organicos participantes do ciclo de Krebs como fumarato e lactato (Xu et
al., 2016).

Desta forma, ndo € inconsistente afirmar que em Q. dichotoma o Al tenha uma
funcdo metabdlica, o que tem o suporte dos dados apresentados neste estudo. O mesmo
foi sugerido para Q. grandiflora ao apresentar melhor padréo fisiol6gico na presenca de
Al (Silva, 2012).

Outro &cido organico que mostrou diferenca significativa e parece confirmar as
afirmacBes acima é o &cido quinico. Comparado com o tratamento controle, este
composto apresentou o dobro da abundancia relativa nas raizes de plantas crescidas com
Al (Tabela 2). Em espécies de Brachiaria foi observado uma correlacéo positiva entre o
teor de acido quinico e biomassa do sistema radicular (Wenzl et al., 2000). Esse dado é
consistente com o que foi observado em Q dichotoma, visto que esta espécie também
apresentou maior crescimento nas raizes de plantas tratadas com Al que o controle

(capitulo 1).

Em adicdo, o acido quinico, além de ser precedente do acido chiquimico
(Figuras 1 e 2), também participa da formacdo de compostos fendlicos com funcdo
acida, os quais sd@o denominados de &cidos clorogénicos. A via do acido chiquimico €
responsavel por produzir compostos fenolicos que conferem a planta uma protecao
contra fatores ambientais e bidticos (Pérez-Urria Carril e Avalos Garcia , 2009). O écido
cinamico, por exemplo, é um importante composto fenolico capaz de produzir derivados
como o &cido cafeico e o acido ferulico, os quais podem se ligar ao acido quinico e

formar os &cidos clorogénicos: cafeoilquinico, dicafeoilquinico e feruloilquinico (De
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Maria e Moreira, 2004). Os &cidos clorogénicos sao relatados na literatura com funcgéo
adstringente, neste caso inibem enzimas que estdo relacionadas a fase inicial de
desenvolvimento da planta e funcdo antioxidante (De Maria e Moreira, 2004; Pérez-
Urria Carril e Avalos Garcia , 2009) devido atuar como um aceptor de radicais livres
(Luzia et al., 1998 apud De Maria e Moreira, 2004). Portanto é possivel que o acimulo
de &cido quinico e &cido chiquimico esteja relacionado com a limpeza de ROS
provavelmente produzidas em maior quantidade pelas plantas tratadas com Al durante a
fotossintese e respiracdo, ja que seu crescimento aéreo superou as do controle como

pode ser visto no capitulo 1.

O 4acido trednico foi um composto encontrado exclusivamente em folhas. A
quantidade verificada em amostras das plantas controle foi pelo menos o dobro daquela
vista em plantas crescidas com Al. Este composto foi relacionado com estresse salino.
Em plantas de lentilha sob alta salinidade se observou que o &cido trebnico acumulou
mais em gendtipos mais tolerantes (Muscolo et al., 2015). Isso pode indicar que por
algum motivo as plantas de Q. dichotoma podem estar com alguma dificuldade em
absorver agua devido a falta de Al. Contudo, sera necessario investigar esse topico de

forma mais profunda para esclarecer com maior acuracia as razdes para esse fato.

6.2. Metabolismo de Aclcares ndo redutores: sacarose

A sacarose é um agucar ndo redutor mais comumente translocado pelo floema
apos o processo de fotossintese em funcdo de ser menos reativo que 0s agucares
redutores (Taiz e Zeiger, 2002). Em Q. dichotoma se observou maior abundancia de
sacarose tanto nas folhas (>33,82%) quanto nas raizes (>64,79%) de plantas tratadas
com Al. E importante salientar que somente em raizes houve diferenca significativa
entre os tratamentos. Na maioria das plantas, em geral, a sintese de sacarose ocorre nas
folhas, sendo exportada para outros 6rgdos da planta (incluindo raizes) para ser utilizada
no crescimento e/ou armazenada na forma de amido (Kingston-Smith et al., 1999).
Assim, as maiores quantidades deste aclcar em plantas tratadas com Al podem ser
correlacionadas com o melhor desenvolvimento dessas plantas comparadas com o
controle. Este fato sugere que o Al afeta positivamente a fotossintese de Q. dichotoma,
0 que poderia resultar no acumulo de sacarose e consequentemente em um

desenvolvimento mais eficiente da parte aérea e radicular.
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Uma correlagdo positiva entre taxa fotossintética, nivel de sacarose e exposi¢do
ao Al foi observada em plantas de chd (C. sinensis) quando cultivadas em sistema
hidropdnico sob deficiéncia de boro. Apds receber 300 UM de Al estas plantas
reestabeleceram o desenvolvimento normal e até ultrapassaram em biomassa aérea as
plantas controle. Segundo os autores esta superacao so foi possivel devido um aumento
na taxa fotossintética e no nivel de sacarose (Hajiboland et al., 2013).
Consequentemente, o menor teor de sacarose observado nas folhas e raizes das plantas
controle reforca a sugestdo de que estas plantas, pela falta do Al, ndo conseguem
fotossintetizar adequadamente. Essa suposi¢do também encontra suporte no fato de que
essas plantas tinham sinais de clorose na folha e menor conteldo de pigmentos

fotossintéticos como mostrado anteriormente no capitulo 1.

6.3. Metabolismo de agucares redutores

Em geral as plantas utilizam como fonte de energia sacarose e amido ao invés de
glicose quando em situagéo de estresses (Sharp et al., 2004; Sales et al., 2012; Arbona
et al., 2013). Os monossacarideos encontrados em Q. dichotoma foram glicose, frutose
e galactose. E fato que ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos . Em
termos de homeostase osmdtica nas células isso parece estar correto. Estes metabdlitos
sdo monossacarideos, e como toda molécula pequena, seu acimulo excessivo tem
grandes implicacdes no equilibrio osmético das células (Chaves Filho e Stacciarini-
Seraphin, 2001; lordachescu e Imai, 2008). Portanto, a manutencdo da turgéncia celular
em intervalos adequados ao funcionamento metabdlico e da estabilizacdo das
membranas celulares é crucial para a integridade fisioldgica da planta como um todo
(Arbona et al., 2003; Arbona et al., 2008; Willadino e Camara, 2010).

6.4. Metabolismo de acgucares alcodlicos: mio-inositol

Tanto em folhas quanto raizes a maior abundancia de mio-inositol foi encontrada
nas amostras de plantas crescidas com Al. No entanto, somente em folhas a diferenga
foi significativa com abundéncia de quase 47% maior que no tratamento controle.
Contudo vale ressaltar que em raizes essa diferenca foi de aproximadamente 40%, nédo
sendo muito inferior ao verificado nas folhas. E provéavel que o aumento de mio-inositol

em folha tenha sido importante para o melhor crescimento e desenvolvimento das
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planas tratadas com Al, visto que esse composto tem sido associado a um aumento de

tolerancia a determinados estresses.

Em plantas de arroz submetidas ao estresse salino, a superexpressdo da enzima
sintase mio-inositol-3-fosfato, enzima que catalisa o primeiro passo da biossintese de
mio-inositol, resultou em aumento do nivel de tolerdncia das plantas (Kusuda et al.,
2015). Foi verificado que essa proteina também se manteve inalterada em plantas de
arroz selvagem ap0s serem submetidas a estresse salino conferindo maior tolerancia
(Majee et al. 2004). Estes resultados foram confirmados posteriormente por Das-
Chatterjee et al. (2006), mostrando que essa tolerancia era abrangente para outros

organismos eucariotos e procariotos.

O mio-inositol é importante para sintese de acido ascérbico, que € um poderoso
antioxidante. Assim, esse composto é oxidado na via metabolica a acido UDP-
glucurdnico através da enzima meso-inositoloxigenase (Loewus e Murthy, 2000). Ap6s
uma série de reacOes catalisadas por varias outras enzimas intermediarias levando a
formacéo do acido ascorbico (Loewus e Murthy, 2000; Smirnoff et al., 2001; Lorence et
al., 2004) (Figuras 1 e 2). O &cido ascorbico tem contribuicdo na reducéo do estresse
oxidativo causados pelo acimulo das ROS que sdo produzidas naturalmente nas plantas
pela reacdo da fotossintese e respiracdo celular (Ma et al., 2015). No presente estudo,
embora a taxa fotossintética ndo tenha sido medida, os resultados da analise de
crescimento e do conteido de pigmentos fotossintéticos (capitulo 1) nos leva supor de
que as plantas tratadas com Al foram fotossinteticamente mais eficientes que aquelas do
tratamento controle. Portanto, 0 aumento de ROS via fotossintese e respiracdo pode
estar associado com uma maior abundancia de mio-inositol em plantas que receberam
Al.

Além disso, o mio-inositol € um componente essencial em sinal de transducéo,
cascatas de reacdo sinalizadora em plantas e também esta envolvido em muitas vias de
regulacdo das enzimas biossintéticas (Stevenson et al., 2000; Xue et al., 2007 ).
Também possui participacdo na via de sinalizacdo para a producdo de fosfatidilinositol
(Kersting et al., 2003; Dong et al., 2013), biossintese de acido fitico (Ali et al., 2013) da
parede celular, e se relaciona com a producdo de moléculas ligadas ao estresse e ao

controle hormonal de auxina AIA (acido-3-indol-acético) (Loewus e Murthy, 2000).
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Niveis mais baixos de mio-inositol tém sido verificados em plantas sob algum
tipo de estresse. Ao analisar o perfil metabdlico de rabanete sob estresse a metais
pesados como chumbo (Pb) e cadmio (Cd) se verificou uma consideravel diminuicéo na
quantidade de mio-inositol em raizes dessa planta (Wang et al., 2015). Este fato pode
sugerir que a auséncia de Al induz algum tipo de estresse em Q. dichotoma. No entanto,
ainda ndo ¢ possivel dizer qual (is) é (sdo) o (s) tipo (s) de estresse (s) acarretado pela

auséncia desse metal nessas plantas.

6.5. Metabolismo dos aminoacidos

Quanto aos aminoacidos encontrados em Q. dichotoma, observaram-se maiores
quantidades de serina e acido piroglutamico em folha e raiz nas amostras das plantas
controle. Esses dados estdo em consonancia com trabalhos em que mostram que plantas
sob estresses abidticos sintetizam mais aminoacidos (Arbona et al., 2003; Arbona et al.,
2008) e acucares soluveis (lordachescu e Imai, 2008). Por exemplo em espécie de citrus
(Carrizo citrange) sob estresse salino foi constatado aumento do aminoacido prolina em
1,8 vezes a mais que no controle (Arbona et al., 2003).

A serina em plantas, aléem de formar parte das proteinas e realizar funcdes
cataliticas em muitas enzimas, também participa da biossintese de varias biomoléculas
necessarias para a proliferacdo celular, como aminoacidos, bases nitrogenadas,
fosfolipidios e esfingolipidios (Karp, 2013). Como mencionado, a serina tem um papel
indispensavel em varios processos celulares, tais como o metabolismo de carbono
(Kalhan e Hanson, 2012) ou em mecanismos de sinalizacdo, onde é um dos trés
aminoacidos que sdo fosforiladas por quinases. O metabolismo da serina é essencial
para 0 metabolismo do glicolato, embriogénese, desenvolvimento radicular pds-
embrionario e fotorrespiracdo, sendo esta Gltima a principal via de sintese de serina nas
plantas para tipos especificos de células envolvidas em eventos do desenvolvimento.
(Collakova et al., 2008; Bauwe et al.; Maurino e Peterhansel, 2010; Srivastava et al.,
2011; Ros et al., 2014).

Existem evidéncias que sugerem que a serina esteja envolvida na resposta a
estresses bidticos e abioticos, por meio do evento de fotorrespiracdo que pode ocorrer
em plantas sob estas condi¢fes (Pimentel, 1998). Em plantas de seringueira sob déficit

de nitrogénio apresentou alta taxa de fotorrespiracdo que acarretou na diminuicdo da
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taxa de assimilacdo de carbono (Carneiro, 2014). Tais resultados, assim como em Q.
dichotoma, podem ser devido ao aumento na degradacdo de proteina (Catala et al.,
2007), como a reducdo da sintese das mesmas (Kawaguchi et al., 2004). Esse acumulo
de serina em Q. dichotoma nas plantas controle pode ser interpretada como um estresse
abiotico causado pela falta do Al, levando a planta a realizar a fotorrespiracdo e

consequentemente elevar a sintese de serina.

Assim como a serina, 0 acimulo de &cido piroglutamico principalmente em
folhas (285,53%) de plantas que ndo foram suplementadas com Al pode remeter a um
estresse abidtico, visto que, 0 aumento de aminoacidos em geral é uma resposta a esta
condicdo (Arbona et al., 2003; Arbona et al., 2008). O &cido piroglutdmico conhecido
também como 5-oxoprolina (5-OP) é um constituinte normal das plantas superiores,
sendo estas capazes de produzir glutamato a partir de 5-OP e converté-lo a glutamina
(Mazelis et al., 1976).

O 5-OP é um aminoacido ndo proteico envolvido em sistemas antioxidantes e
tem sido associado com a adaptacdo das plantas a estresse abidtico (Yang et al., 2014).
Em uma espécie de graminea perene (Agrostis stolonifera) sensivel a salinidade, quando
submetida a estresse salino e adicionado um precursor de clorofila (alanina) foi
verificado um aumento de 4cido piroglutamico no tecido foliar (Yang et al., 2014).
Assim, em Q. dichotoma 0 aumento desse composto sugere o estresse da planta que ndo

foi suplementada com Al.

105



7. CONCLUSOES

As plantas cultivadas com suplementacdo de Al ndo apresentaram maior
abundancia de acidos organicos tanto em raiz quanto em folhas que aquelas do
controle.

O Al é um elemento essencial para que o metabolismo de Q. dichotoma
funcione de forma adequada.

A auséncia do Al induz nessa espécie um quadro semelhante a algum tipo de
estresse abidtico.

Para melhor construgdo e maior entendimento do perfil metabdlico faz-se
necessario novas analises em GC-MS com outras concentracdes das amostras
para deteccdo de novos metabdlitos como outros aminoacidos que ndo foram
detectados no presente estudo.

Estudos mais aprofundados em metabolémica como balanco e fluxo de

metabdlitos trardo informacGes mais precisas para analise do mapa metabdlico.

7.1. CONCLUSAO GERAL

Q. dichotoma necessita do Al em seu metabolismo como um elemento essencial,

desta forma quando na auséncia deste metal esta espécie responde com efeitos que

indicam estresse abidtico.
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