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RESUMO

A maioria dos solos brasileiros possuem caracteristicas 4cidas, e um dos elementos
presentes nesse solo é o aluminio, que é toxico as plantas, afetando o metabolismo de diversas
espécies. Diante dos problemas limitantes da fitotoxidez do aluminio aos vegetais, objetivou-
se neste estudo investigar o comportamento bioquimico em mudas de Berthollethia excelsa
Bonpl. submetidas a diferentes concentragdes de aluminio. O experimento foi conduzido em
casa de vegetagdo, utilizando-se o delineamento inteiramente casualizado com cinco
tratamentos (0 mg L™, 20 mg L, 40 mg L', 60 mg L' ¢ 80 mg L de AI’) e sete repetigdes.
As variaveis analisadas foram pigmentos fotossintéticos, redutase do nitrato, vazamento de
eletrolitos, nitrato, aménio livre, N-aminossoliveis, proteinas soliveis, aguicares soliveis
totais, agticares redutores e ndo redutores, sacarose, prolina e glicina betaina. De acordo com
os resultados obtidos os pigmentos fotossintéticos, nitrato, redutase do nitrato, amdnio, N-
aminossoliveis, agucares solGveis totais, agucares redutores ¢ ndo redutores e sacarose
reduziram com a maior concentragdo de aluminio no meio. O vazamento de eletrolitos
demonstrou aumento assim como as proteinas soliveis, ¢ os osmorreguladores, prolina e
glicina betaina, apresentaram acréscimos sugerindo a atenuagdo do estresse causado pela
toxidez deste metal. Apesar da influéncia negativa nos processos bioquimicos, a castanheira-
do-brasil, apresentou mecanismos de tolerdncia a toxidez de aluminio, mantendo as atividades

bioquimicas para o desenvolvimento vegetativo.

Palavras-chave: Fitotoxidez. Solos 4cidos. Metabolismo. Pigmentos fotossintéticos.



ABSTRACT

Most Brazilian soils have acidic characteristics, and one of the elements present in this soil is
aluminum, which is toxic to plants, affecting the metabolism of several species. Faced with
the problems limiting the phytotoxicity of aluminum to vegetables, this study aimed to
investigate the biochemical behavior in seedlings of Berthollethia excelsa Bonpl. subjected to
different concentrations of aluminum. The experiment was conducted in a greenhouse using a
completely randomized design with five treatments (0 mg L™, 20 mg L', 40mgL", 60 mg L~
"'and 80 mg L of AI’) and seven replicates. The analyzed variables were photosynthetic
pigments, nitrate reductase, electrolyte leakage, nitrate, free ammonium, N-aminosoluble,
soluble proteins, total soluble sugars, reducing and non-reducing sugars, sucrose, proline and
glycine betaine. According to the results, photosynthetic pigments, nitrate, nitrate reductase,
ammonium, N-aminosoluble, total soluble sugars, reducing and non-reducing sugars and
sucrose reduced with the highest concentration of aluminum in the medium. Electrolyte
leakage showed increase as well as soluble proteins, and the osmoregulators, proline and
glycine betaine, showed increases suggesting the attenuation of the stress caused by the
toxicity of this metal. Despite the negative influence on the biochemical processes, brazilian
chestnut, presented mechanisms of tolerance to aluminum toxicity, maintaining the

biochemical activities for the vegetative development.

Keywords: Phytotoxicity. Acid soils. Metabolism. Photosynthetic pigments.
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1 CONTEXTUALIZACAO

A ocorréncia de fitotoxidade por aluminio (Al) em solos acidos € conhecida e
discutida como uma das principais razdes a limitagdo da produtividade de biomassa
(LEUSCHNER et al., 2007; ALLEONI et al., 2010), ou seja, um importante fator de redugio
de rendimento das culturas, que se torna solivel em sua forma iénica trivalente (A13+)
causando efeitos fitotdéxicos, mesmo em nivel micromolar (HORST et al., 2010).

Este elemento metélico é um dos mais abundantes na crosta terrestre, atingindo cerca
de 8% da superficie da Terra (KOCHIAN et al., 2004). No Brasil, 60% dos solos sdo acidos e
tém uma concentragdo elevada de Al que pode ser toxica para o crescimento radicular, em
geral, o potencial hidrogenionico (pH) da maioria dos solos brasileiros varia entre 3,7 € 5,5, ¢
o AI** & o cétion predominante em mais de um tergo dos solos com ocorréncia de pH inferior
a 5,6 (ABREU JR. et al., 2003).

Na regido Amazonica, grandes extensdes de areas sdo cobertas por solos acidos
apresentando alta saturagdo por aluminio, disponibilizando, assim, o Al fitotoxico na solugdo
dos solos (FURLAN, 2014). Naturalmente ocorre o processo de acidificagdo do solo em que o
aluminio orginico ndo € toxico, porém na sua forma monomérica inorgdnica torna-se toxico,
principalmente por meio da intensificagdo de praticas agricolas, pela mineragao e por praticas
de descartes de residuos (VANGUELOVA et al., 2007).

O efeito deste elemento na forma tdxica causa diversos prejuizos aos vegetais,
inibindo o crescimento das raizes e danificando células no d4pice da raiz, levando a
comprometimentos na absor¢do de dgua e nutrientes (MACEDO et al., 2009). Além disso, o
aluminio toxico causa prejuizos a parte aérea das plantas pela consequente redugdo da
atividade fotossintética, a qual pode estar relacionada tanto com fatores estomaticos como nio
estomaticos (PEIXOTO et al., 2002).

Concomitantemente, a compreensio das respostas bioquimicas ¢ fundamental a
distingdo e caracterizagdo de espécies consideradas tolerantes ao excesso de elementos
fitotoxicos. Assim, a Berthollethia excelsa Bonpl., também conhecida como castanheira-do-
brasil, castanheira-da-amazdnia e castanheira-do-para, nativa da regido Amazonica, por ter
grande importdncia nutricional ¢ madereira torna-se fundamental em pesquisas envolvendo
seu comportamento em solos 4cidos e com alta saturagdo por aluminio (YANG, 2009).

Portanto, por ser uma espécie em constante desenvolvimento para a pesquisa com
poucos aspectos bioquimicos conhecidos em solos 4cidos, o presente trabalho tem como

objetivo investigar o comportamento bioquimico em mudas de Berthollethia excelsa Bonpl.
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submetidas a diferentes concentragdes de aluminio, buscando responder a seguinte questdo:
como os componentes bioquimicos em mudas de B. excelsa irdo reagir aos diferentes niveis
de aluminio? Baseado nisso, do ponto de vista cientifico, serdo testadas as seguintes
hipoteses: (i) os niveis de fitotoxidez por aluminio ndo irdo influenciar as respostas
bioquimicas em mudas de B. excelsa; (ii) a toxidez por aluminio no maior nivel provocara
danos as variaveis bioquimicas em mudas de B. excelsa; (iii) as atividades dos pigmentos
fotossintéticos irdo reduzir com o maior nivel de aluminio em mudas de B. excelsa, (iv) os
osmorreguladores atuardo em defesa contra a fitotoxidez causada pelo aluminio na mudas de

B. excelsa.

1.1 Revisao da Literatura

1.1.1 Aluminio no solo

A toxidez causada pela presenga de aluminio no solo tem-se mostrado um grande
fator limitante ao crescimento de importantes culturas em grande parte do territorio brasileiro,
sendo associada a regides com predominéncia de latossolos e argissolos, que devido a baixa
troca catiénica promove uma alta saturacdo de aluminio (FERREIRA et al., 2006; CUNHA et
al., 2014).

No decorrer do processo de formacao dos solos de regides que apresentam altas
precipitacdes pluviométricas, os cations soédio (Na"), potassio (K"), calcio (Ca™") e magnésio
(Mg2+) e os anions cloreto (CI), sulfato (8042') e nitrato (NO;) vao sendo lixiviados e,
quando a lixiviagdo de cations supera a liberagdo por intemperizacdo, ocorre a redugdo do pH,
retendo, assim, cations preferenciais de maior valéncia como o AI*" nos sitios de troca da
argila e da matéria orgénica, fazendo com que o aluminio seja um dos principais componentes
da acidez potencial dos solos (TEDESCO; BISSANI 2004).

O aluminio téxico presente na solugdo do solo e, principalmente, os aluminios que se
encontram hidratados, possuem propriedades quimicas capazes, de quando em contato com a
agua, fazerem com que esta seja decomposta, liberando ions hidrogénio, que podem reduzir o
pH do solo, mediante reacédo de hidrolise (LUCHESE et al., 2001).

Foy (1974) destaca fatores como pH, disponibilidade de matéria orgénica ¢ o perfil
mineral da argila que compde o ambiente como principais agentes influenciadores a
distribui¢@o e solubilidade do aluminio no solo. Em relagdo a extensdo territorial amazoénica,

observa-se uma grande parte da regiio composta por solos acidos, que por sua vez reflete no
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potencial agricultdvel apresentando baixa capacidade de troca de cations (CTC) e por
consequéncia alto valor de aluminio disponivel no solo (MADARI et al., 2009).

Para tanto, o Al pode ser encontrado na forma toxica para as plantas (Al (H20)63+),
sendo também representado por AP*"; na forma AJ(OH)2+ quando o pH se eleva, sofrendo
hidrélise e formando complexos mononucleares; na forma Al(OH)’ - gibsita - quando o pH
neutro predomina, que ¢ praticamente insoluvel no citoplasma da célula (pH 7,4), e o ion

aluminato A1(0H)4', a qual é a forma dominante (ROSSIELLO; JACOB NETO, 2006).
1.1.2 Efeito do aluminio nas plantas

O primeiro sintoma de toxidez causado por AI’", que acontece inclusive em variedades
tidas como tolerantes, porém em menor grau, ¢ a inibi¢ao do crescimento e desenvolvimento
das raizes (KOCHIAN, 1995). A partir das raizes, varios 6rgaos da planta sido prejudicados, e
as membranas do tilacdide e o transporte de elétrons podem ser afetados devido ao prejuizo
causado sobre os cloroplastos pela fitoxidade por alumino, interferindo de forma direta na
taxa de assimilacdo de CO,, resultando, em grandes perdas no crescimento e produtividade
das culturas (HE et al., 2011).

Um alvo potencial da agdo toxica do aluminio ¢ a membrana plasmatica, na qual o Al
interage com lipidios e proteinas da membrana modificando a estrutura molecular,
aumentando a densidade de empacotamento dos lipidios e, consequentemente, a rigidez e a
fluidez da membrana (KRTKOVA et al., 2012). Devido a isto, ocorre o aumento na
permeabilidade das membranas, tornando possivel a passagem de nfo-eletrolitos e de
permeadores lipidicos (VERSTRAETEN et al., 2002).

Logo, a negatividade da superficie da membrana plasmatica ¢ alterada pelo Al
(KINRAIDE, 2006) causando rapida despolarizagdo, a qual estd relacionada possivelmente
com a inibigdo da atividade da H -ATPase, impedindo a formagdo ¢ manutengdo do gradiente
de prétons ou ao aumento do influxo de H' pela membrana plasmética do meio externo para o
interior da célula (BOSE et al., 2010).

A assimilacdo do nitrogénio (N) também pode ser afetada pela toxidade por aluminio
(LI et al., 2013), reduzindo a sintese de proteinas e aminodcidos livres, com consequentes
alteracdes na quantidade de agticares e na absor¢io de fons minerais (ARAGAO et al., 2011).
Portanto, a fitotoxidade por aluminio € um fator abidtico que reduz drasticamente o
rendimento das culturas, causando perdas econdmicas e impactos negativos ao meio ambiente

(PROCHNOW, 2004) devido aos ions de aluminio ocuparem posicdes de troca catidbnica, em
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superficies eletronegativas dos coldides, substituindo os cations removidos pela lixiviagéo e,
potencializando, assim, os niveis toxicos de aluminio para as plantas (RENGEL; ZHANG,
2003).

1.1.3 Mecanismos de toleriancia ao aluminio

Embora tenha sido conhecido ha mais de um século que o aluminio diminui o
crescimento das raizes das plantas, as razdes subjacentes para os seus efeitos fitotoxicos
permanecem sensiveis e, os mecanismos de tolerdncia ao elemento pelas plantas superiores,
tém sido classificados em duas categorias: exclusio e tolerdncia (HORST et al., 2010).

No que diz respeito aos mecanismos de exclusdo, observou-se que o Al é impedido de
interagir com os sitios metabolicos sensiveis ao ser imobilizado junto as cargas negativas de
acidos carboxilicos constituintes da parede celular ou ao ser precipitado em razao do aumento
do pH da rizosfera (YANG et al., 2011). Em relacdo aos mecanismos de tolerancia, embora o
Al alcance o simplasma, tem sua agdo fitotdxica neutralizada por enzimas (superoxido
dismutase, ascorbato peroxidase e catalase) ou ainda, isolada no interior do vactolo, local
onde ocorre a complexacio dos cétions t6xicos, cOmo o AI** (FERNANDES, 2006).

Assim, varios mecanismos de tolerdncia tém sido sugeridos a fim de explicarem as
respostas das plantas a niveis toxicos de Al (KOCHIAN et al.,, 2004). Dentre estes, o
mecanismo de elevagdo do pH na rizosfera, que reduz a disponibilidade da forma AI*, tem
alcan¢ado grande importancia, especialmente depois do estudo sobre a correlagdo entre a
tolerdncia ao Al e o influxo de H™ nas extremidades das raizes (DEGENHARDT et al., 1998).

E importante ressaltar que, apesar dos termos “resisténcia” e “tolerdncia” ao Al serem
frequentemente usados na literatura como sinénimos, em relagdo a estresses abidticos, o
termo “resisténcia” se refere a mecanismos que impedem a entrada do Al na planta, enquanto
o termo “tolerdncia” se refere a mecanismos que desintoxicam ou sequestram o Al

internamente (DELHAIZE et al., 2007).

1.1.4 Castanheira-do-brasil em solos brasileiros

Os principais solos 4cidos brasileiros pertencem a ordem dos Latossolos e Argissolos
(CUNHA et al., 2014) e, os solos da regido amazo6nica, com destaque para o Estado do Para
possuem ocorréncia dominante de solos distroficos de baixa saturagdo por bases e alta

toxidade por aluminio, sendo acidos, bem drenados e profundos, nos quais a complexa
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formacdo da floresta tropical favorece a capacidade de espécies em subsistir nestes tipos de
solos (LIMA et al., 2003).

Assim, a castanheira-do-brasil (Bertholletia excelsa Bonpl.), tinica espécie do género
Bertholletia da familia Lecythidaceae (FERNANDES et al., 2010), ¢ um dos principais icones
vegetais da Floresta Amazdnica, devido sua importincia econdmica, social e ambiental e por
apresentar adaptabilidade nesses solos com alta saturagdo por aluminio (SCOLES et al.,
2016).

A produgdo da Bertholletia excelsa concentra-se em poucos estados do Brasil, o que
caracteriza o extrativismo, onde o Acre, Amazonas e Para detém cerca de 80% da producdo,
com ocorréncia ainda nos estados de Roraima, Mato Grosso, Amapa e Rondénia, totalizando
0s 20% restantes (SOUZA, 2013). No Estado do Para, a producdo tem se concentrado na
regido de integracdo da Calha Norte, com destaques para os municipios de Oriximind e de
Obidos (KRAG et al., 2015).

Portanto, a compreensdo das respostas bioquimicas é fundamental & distingdo e
caracterizacdo de espécies consideradas tolerantes ao excesso de elementos fitotoxicos.
Assim, a Berthollethia excelsa Bonpl., por ter grande importincia nutricional e madereira
torna-se fundamental em pesquisas envolvendo seu comportamento em solos dcidos e com

alta saturacdo por aluminio (YANG, 2009).

1.2 Objetivos

Objetivo Geral

Investigar o comportamento bioquimico em mudas de Berthollethia excelsa Bonpl.

submetidas a concentragoes de aluminio.

Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos da fitotoxidade por aluminio no metabolismo do nitrogénio em
folhas e raizes de mudas de Berthollethia excelsa;
e Estudar o metabolismo do carbono e¢ os pigmentos fotossintéticos em mudas de

Berthollethia excelsa submetidas a diferentes doses de aluminio.
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2 COMPORTAMENTO BIOQUIMICO EM MUDAS DE CASTANHEIRA-DO-
BRASIL  (Berthollethia excelsa Bonpl) SUBMETIDAS A DIFERENTES
CONCENTRACOES DE ALUMINIO

2.1 Introducio

A fitotoxidade por aluminio é um fator abi6tico que reduz drasticamente o rendimento
das culturas, causando perdas econdmicas e impactos negativos ao meio ambiente (Prochnow,
2004), por estar diretamente relacionado 4 acidez dos solos, 2 medida que se acidificam, ions
de aluminio ocupam as posi¢des de troca catidnica, em superficies eletronegativas dos
colbides, substituindo os cations removidos pela lixiviagdo, potencializando, assim, os niveis
toxicos de aluminio (AL*") para as plantas (Rengel; Zhang, 2003).

O efeito do AI’™ no crescimento da parte aérea é apresentado como uma consequéncia
dos danos promovidos no sistema radicular (Giannakoula et al., 2008) limitando o
crescimento e o desenvolvimento da planta e, consequentemente provocando prejuizos a
producdo (Horst et al., 2010) devido a alteragdo na fisiologia do vegetal como em enzimas
(Copeland; Lima, 1992), respira¢do (Klimashevskii et al., 1972), fosforilagdo dos agucares
(Clarkson, 1965), atividade de ATPases (Klimashevskii et al., 1972), teor de aminoacidos
(Klimashevskii et al., 1970) ¢ fotossintese (Lemos Filho, 1982).

Consequentemente, a assimilagdo do nitrogénio (N) que é um macronutriente
responsavel por diversas fungdes metabdlicas na planta, pode ser afetada na presenga de
concentragbes toxicas de AP’" (Li et al.,, 2013). Os processos de absorcdo, assimilagido e
mobilizacdo de N sdo prejudicados inviabilizando a eficiéncia de utilizagdo do sistema
complexo de vias metabolicas, tornando as fungdes ineficientes na presen¢a do aluminio
toxico (Stitt et al., 2002).

Embora esse fator abidtico venha prejudicando o desenvolvimento das culturas,
afetando seu metabolismo, um estudo realizado por Nascimento et al. (2011) verificaram que
as espécies arbéreas brasileiras apresentam comportamentos adaptativos que potencializam a
utilizagio em éareas que nio apresentam condigdes favordveis para outras espécies, sendo de
grande importancia silvicultural e econdmica, tornando, assim, a Berthollethia excelsa Bonpl.
espécie-chave para o desenvolvimento econdmico, social e ambiental e com boa
adaptabilidade em solos acidos (Peres et al., 2003; Salomao, 2009).

Diante dos problemas que limitam a fitotoxicidade do aluminio aos vegetais ¢ a

importincia da Berthollethia excelsa em solos éacidos, este estudo teve como objetivo



23

investigar o comportamento bioquimico em mudas de B. excelsa submetidas a diferentes

concentragdes de aluminio.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Area de estudo e condugdo do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo pertencente a Universidade
Federal Rural da Amazénia - UFRA, no campus de Belém, no Estado do Para no periodo de
dezembro de 2017 a janeiro de 2018. A 4rea de estudo apresenta as seguintes coordenadas
geograficas: 01° 27° 217 S e 48° 30’ 16” W, com altitude média de 10 m, clima Af segundo a

Koppen-Geiger com temperatura média de 26,8 °C e umidade relativa do ar de 95%.

2.2.2 Material vegetal e tratamento

Plantas jovens de B. excelsa com onze meses de idade provenientes do viveiro Tellus
localizado em Marituba-Par4, em bom estado fitossanitario e homogéneas, foram selecionadas
e aclimatadas em casa de vegetagdo durante 20 dias em sacos de polietileno com capacidade
de 2,5 L (Figura 1), contendo uma mistura de terrico e serragem (2:1 v/v) (Tabela 1). O

fornecimento de 4gua foi realizado diariamente de acordo com a capacidade dos sacos.

Figura 1. Inicio da condugdo do experim“enjto-,” mudas de B. excelsa.
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Tabela 1. Andlise fisico-quimica do substrato.

pH C.org. MO P K Ca Mg Al H+Al
H,0 KCl gdm® g dm® mg dm™ mmol, dm™
5756 39 17 31 2.9 0,6 2212 16 51

No 21° dia ap6s serem aclimatadas foi iniciado a aplica¢do do aluminio na forma de
cloreto de aluminio hexahidratado (AlCl;.6H,0) apresentando sintomas visuais da toxidez no
41° dia ap6s a aclimatagdo (Figura 2 e 3). O pH da solugdo nutritiva na presenga de aluminio
foi mantido em pH 4,8 sendo ajustado com HCI 0,1 mol L' e NaOH 1M. As aplicagoes foram

realizadas a cada sete dias.

- Wi L) - § »
Figura 2. Sintomas visuais da toxidez por aluminio em mudas de B. excelsa a partir da
terceira aplicagdio. (A) amarelecimento e necrose de mudas com concentragdes de 20 g
L de aluminio; (B) 4pice com m4 formagdo nas mudas com concentragdes de 40 mg L~
de aluminio; (C) folhas enroladas em mudas com concentragdes de 80 mg L! de
aluminio. :

Figura 3. Sintomas visuais da toxidez por aluminio em mudas
de B. excelsa a partir da terceira aplicagdo. (A) raiz da planta
controle; (B) raiz de mudas com concentragdes de 80 mg Lt
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2.2.3 Coleta e armazenamento do material

A coleta das plantas ocorreu as 04:30 h no 42° dia de experimento. A determinacao do
vazamento de eletrolitos (VE) e da atividade da redutase do nitrato (RN) foi feita in vivo,
selecionando-se ainda em casa de vegetagdo, folhas primarias completamente expandidas de
cada uma das repeti¢des. Para os pigmentos fotossintéticos, foi selecinada uma folha primaria
e armazenada em freezer a -80 °C para analise.

A determinagio das andlises bioquimicas foi realizada a partir de folhas e raizes
separadas e levadas a estufa de ventilagdo de ar forcada a 65 °C por 48 horas. O material seco
foi triturado em moinho até a obten¢do de um pd fino sendo devidamente armazenado até sua
utilizagdo nos ensaios. As analises foram realizadas no laboratério de Fisiologia Vegetal/

Estudos da Biodiversidade em Plantas Superiores, localizado no Instituto de Ciéncias
Agrarias da UFRA.

2.2.4 Delineamento estatistico e analise dos dados

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com cinco
tratamentos (0 mg L™, 20 mg L™, 40 mg L™, 60 mg L' e 80 mg L' de AI’") e sete repetigdes,
totalizando 35 unidades experimentais. O aluminio foi adicionado na forma de cloreto de
aluminio hexahidratado 95% (AICl;.6H,0).

Existindo o atendimento das pressuposicdes para andlise de variancia, os dados foram
submetidos a apreciacdes estatisticas e as médias dos niveis de aluminio ajustadas por meio
da andlise de regressdo, a 5% de probabilidade, utilizando-se como testes de comparagdo de

médias, tukey a 5%, através do software SISVAR (Ferreira, 2011).

2.2.5 Analise bioquimica das amostras

2.2.5.1 Vazamento de eletrolitos

O vazamento de eletrolitos foi determinado de acordo com Blum e Ebercon (1981),
com modificagdes, no qual foram pesados, separadamente, 100 mg de folhas e raizes de
massa fresca (MF), seguindo-se de tripla lavagem com &gua desionizada, e posterior
transferéncia do material vegetal para tubos de ensaio, nos quais foram adicionados 10 mL de

agua desionizada.
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Os frascos fechados foram deixados em repouso sob temperatura ambiente (25 °C)
durante 6 horas, com agitagdo em mesa agitadora a cada 20 minutos. Apds esse periodo, com
o auxilio de um condutivimetro, foi mensurada a condutividade elétrica da solugdo
determinando a primeira leitura (L;). Em seguida, os tubos foram novamente fechados e
aquecidos em “banho-maria” a 100 °C, por 1 hora. Apos resfriamento dos tubos de ensaio a
temperatura ambiente, a condutividade elétrica do extrato foi novamente medida obtendo-se a
segunda leitura (L), apds as leituras o calculo abaixo foi realizado:

VE ('Vo) = (Ll / Lz) x 100
2.2.5.2 Redutase do nitrato

A partir do método descrito por Hageman e Hucklesby (1971) foram pesados
aproximadamente 200 mg de discos foliares e de raiz (obtida a partir de pedagos menores) MF
e, colocados em tubos falcon milimetrados envoltos com papel aluminio contendo tampao
fosfato de potassio a 0,1 mM, pH 7,5; KNO; a 50 mM; e, isopropanol a 1% (v/v). Apds esta
etapa, os tubos foram devidamente lacrados com um filme plastico de alta aderéncia
(Parafilm) e infiltrados & vdcuo por 2 minutos. Em seguida, foram levados ao “banho-maria” a
30 °C por 30 minutos, no escuro. Em tubo de ensaio comum, foram adicionados 2,0 mL de
tampédo + 1,0 mL do extrato de rea¢do + 1,0 mL de sulfanilamida 1% + 1,0 mL de NNEDA
0,02%, deixando em repouso por 15 minutos. A absorbancia foi determinada em 540 nm no

espectrofotdmetro com os resultados expressos em umoles de NO,~ g' MFh'.
2.2.5.4 Clorofilas a, b, totais, antocianina e carotendides

Para a determinacdo dos pigmentos fotossintéticos, utilizou-se o método descrito por
Lichthenthaler (1987), no qual 100 mg de folha fresca de cada amostra foram pesados e
macerados em almofariz contendo 3 mL de acetona 80%, posteriormente, filtrados para a
retirada do residuo. Transferiu-se o sobrenadante para um baldo volumétrico de 25 mL e o
volume foi aferido com acetona 80%. As leituras foram feitas em espectrofotémetro nos
comprimentos de 663 nm (clarofia @), 647 nm (clorofila b), 537 nm (antocianinas) e 470 nm
(carotenoides), sendo os teores de clorofilas expressos por pg mL™. Abaixo se encontra o
calculo para a determinagao das clorofilas e carotenoides:

Clorofila a= 12,25 x Ase - 2,79 X Aga7
Clorofila 5= 21,50 x Ags7 - 5,10 X Agss
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Clorofilas totais = 7,15 x Aggz + 18,71 x Agsr
Carotendides= (1000 x Ag70 - 1,82 x Ages - 85,02 x Agay) / 198

2.2.5.3 Determinacdo de nitrato

Para a determinagdo do nitrato (NO5") utilizou-se a metodologia de Cataldo et al.
(1975), na qual preparou-se em tubos de ensaio, adicionando 100 pL do extrato, a partir da
massa seca (MS) e 200 puL de solugdo de éacido salicilico 5 % (p/v), em 4cido sulfurico
concentrado. Apds vigorosa agitagdo em agitador do tipo vortex, foram adicionados
lentamente 4700 pL de NaOH 2N. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro na
absorbancia de 410 nm. A concentracdo de nitrato foi obtida a partir de uma curva padrio
com concentracdes crescentes de NO;s; (0, 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0 pmol mL'I). Os

resultados foram expressos em mmol de NO; kg™ MS.
2.2.54 Determinagdo de amonio livre

O Ambénio livre (NH;") foi determinado utilizando-se o método segundo Weatherburn
(1967), no qual aliquotas de 400 pL do extrato total, 2,5 mL da solu¢do A (5 g de fenol +
0,025 g de nitroprussiato de sédio/ 500 mL de agua destilada) e 2,5 mL da solucdo B (2,5 g de
NaOH + 12,6 mL de hipoclorito de sédio/ 500 mL de dgua destilada) foram homogeneizadas
e, apos repouso de 40 minutos, realizou-se a leitura a 625 nm. As concentracdes de aménio
livre foram estimadas a partir da curva-padrio construida com (NH4),SO4 p.a (Sigma). Os

resultados foram expressos em mmol de NH; kg™ MS.
2.2.5.5 Determinacdo de N-aminossolaveis

O método de Yemm e Cocking (1955) foi utilizado para determinar os N-
aminossoluveis, no qual foram adicionados aos tubos de ensaio 500 uL do extrato, 250 uL do
tampdo citrato 0,2 M, 500 pL do KCN 0,2 mM e 100 pL de ninhidrina 5%, em seguida foram
a “banho-maria” por 20 minutos, a 100 °C e, apés este tempo, interrompida a reagdo
resfriando os tubos em banho de gelo. Apds, foram adicionados 650pL de etanol 60% para
fixar a cor desenvolvida (violeta). A leitura foi realizada em espectrofotémetro a 570 nm, ¢ a

concentragdo expressa em pmol aminoacidos (AA) g‘l MS.
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2.2.5.6 Determinagao de proteinas soliveis totais

As proteinas soliveis totais foram determinadas a partir do método descrito por
Bradford (1976). Em tubos de ensaio adicionou-se 100 mg MS e 5,0 mL do tampdo de
extracdo (Tris-HCI 25 mM pH 7,6). Aliquotas de 100 pL da amostra foram homogeneizadas
em 2,5 mL do reagente de Bradford. Ap6s 15 minutos realizou-se as leituras a 595 nm e os

resultados expressos em mg proteina g MS.
2.2.5.6 Determinacdo de aglicares soliveis totais

O método descrito por Dubois et al. (1956) foi utilizado para a determinagdo de
acUcares solveis totais, no qual adicionou-se aos tubos de ensaio comuns 200 pL do extrato,
200 pL de fenol 5% e 1,0 mL de acido sulftrico concentrado, sendo agitados em agitador de
tubos e em seguida deixados em repouso em bandeja contendo 4gua a temperatura ambiente
(25 °C) por 10 a 20 minutos. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 490nm e a

concentragdo expressa em pmol carboidratos g'l MS.
2.2.5.7 Determinacdo de agtcares redutores

Para a extracdo, foram colocados em tubos de ensaio 20 mg de pé da matéria seca
(MS), adicionando em seguida 2,5 mL de etanol (C,HsO) 80%. As amostram foram ao banho-
maria durante 1 hora a 75 °C, com agitagdes a cada 15 minutos. O material foi centrifugado e
o sobrenadante coletado. Todo este processo foi realizado duas vezes, reunindo assim um
extrato total com volume a ser completado para 10 mL com etanol 80%.

Apobs a extracdo, adicionou-se aos tubos de ensaio comuns 500 uL do extrato; ¢ 500
pL do reativo de Nelson AB ao extrato (12,5 mL do reativo A + 0,5 mL do reativo B); Os
tubos foram tampados e aquecidos a 100 °C por 20 minutos, e em seguida resfriados em
banho de gelo, adicionando 500 pL da solugdo arsenitomolibidica e agitagdo em vortex;
Adigdo de 3,5 mL de H20 dd e vortex. As leituras foram realizadas em espectrofotometro a

540 nm. A concentracio expressa em pmol carboidratos g MS.
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2.2.5.8 Determinagao de agucares ndo redutores

O teor de agucares nao redutores foi obtido através de calculo simples:

e Acucares Nao Redutores = Actlicares soluveis totais — A¢ticares Redutores

2.2.5.9 Determinacio de sacarose

Amostras de 50 mg de massa seca (MS) e em p6 foram homogeneizadas em 1,5 mL de
solugdo de MCW (metanol:cloroformio:dgua 12:5:3 v/v/v) durante 30 minutos sob agitagdo
em tubos de eppendorf de 2,0 mL; O homogeneizado foi centrifugado a 10000 rpm por 10
minutos, coletado o sobrenadante e o residuo extraido novamente com igual volume de
MCW, seguindo-se nova centrifugagio e coleta do sobrenadante.

Os sobrenadantes foram reunidos para obten¢do do extrato total. A cada 2,0 mL do
sobrenadante adicionou-se 0,5 mL de cloroférmio e 750 uL de 4gua desionizada, seguindo-se
agitacdo e centrifugacdo (2000 rpm, 10 minutos) para a separagdo da fase aquosa. Em
seguida, retirou-se com a pipeta de Pasteur a fracdo aquosa metanélica (superior) e transferiu-
se para tubos de ensaio.

Os tubos com a fragdo aquosa metandlica foram levados ao “banho-maria™ para serem
aquecidos a 35 °C por volta de 30 minutos a 1 hora para evaporacdo do cloroférmio residual e
entdo determinou-se o volume restante. Da fase aquosa metandlica obtida anteriormente
foram tomadas aliquotas para as concentragdes de sacarose segundo Van Handel (1968), com
algumas modificagdes: a cada aliquota de 100 pL da fase aquosa adequadamente diluida
adicionou-se 100 pL de KOH 30%. Seguindo agitacéo.

A mistura foi aquecida a 100 °C por 10 minutos e, ap6s resfriamento, adicionou-se 3,0
mL de solugdo de antrona 0,2 % em acido sulfurico. A mistura foi agitada e aquecida a 40 °C
por 20 minutos. Apos resfriamento, agitou-se as amostras por 10 segundos e as leituras foram

realizadas em espectrofotdmetro a 620 nm. E os valores expressos em mg g~ MS.
2.2.5.10 Determinag¢ao de prolina
Para determinagdo da prolina, foram adicionados 1,0 mL de ninhidrina 4cida e 1,0 mL

de 4cido acético glacial. Apos 1 hora no “banho-maria” a 100 °C, foi interrompida a reagdo

em banho de gelo adicionando-se 2,0 mL de tolueno. A leitura foi feita a 520 nm e as



30

concentracdes de prolina determinadas a partir da curva-padrdo com L-prolina p.a (Sigma) e

os resultados expressos em pmol prolina g-l MS (Bates et al., 1973).
2.2.5.11 Determinacdo de glicina-betaina

A determinagdo da glicina-betaina foi determinada segundo Greive e Grattan (1983),
no qual foi adicionado 250 uL de H;SO4 2N (dilui¢do da amostra 1:2) e 200 pL de KI-I,
gelado, durante 16 horas a 0 °C. O precipitado foi lavado 2 vezes com 2 mL de H,SO, 1IN
gelado com centrifugagdes por 5 minutos a 10.000 rpm em 0 °C a cada lavagem. Apds as
lavagens, foi dissolvido o precipitado em 3 mL de 1,2-dicloroetano. A leitura foi feita a 365
nm e uma curva padrdo de glicina-betaina foi preparada para a realizag@o dos cdlculos, sendo

os resultados expressos em mmol kg™ MS.

2.3 Resultados
2.3.1 Pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos fotossintéticos apresentaram redugdo significativa (p<0,05) com o
aumento das concentragdes de aluminio, em que a clorofila @ mostrou decréscimos de 60%, e
carotenoides em 50% (Figura 4 A e D), sendo essas variaveis ajustadas ao modelo de
regressdo polinomial e, clorofila b 59%, clorofilas totais 59%, e antocianinas 53% (Figura 4
B, C e E), sendo essas varidveis ajustadas ao modelo de regressédo linear, ao comparar-se o
tratamento controle com a maior concentracdo deste metal (80 mg L'l).

Para a clorofila @ ndo houve diferenca significativa nos tratamentos com as
concentragdes de aluminio, em relacdo a clorofila & e clorofila total, o tratamento controle
diferiu significativamente da maior concentragdo aplicada de aluminio, os carotendides ndo
apresentaram diferenca significativa no tratamento controle, 40 mg L ¢ 60 mg L ¢ as

antocianinas ndo apresentaram diferenca significativa em todos os tratamentos (Tabela 7).



31

120 ' ' 5.00

= £ 450 ¢ r=-0.0017x +0228
; 1.00 + 2400 R2=0.9486
2 080 ¥=0.0003x" - 0,0308x +0.9214 2 350
< \ R2= 0,883 = 300
E o6 ‘ E 250 ;
s N = 200
= 040 Y s R
= “ s 130
£ R . . g 1
Z 02 \\//‘ E U
C T 030
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Teor de aluminio (mg L) A Teor de aluminio (mg L) B
E 6.00 o 045
¢ 2 040
% 500 y=-0,0377x +5.098 s
Z R?=0.9025 g 8 \/‘\
E 400 3 0.30 5
£ £ 025
2 300 = 020
z ! i = 003 y =-TE-07x% + 8E-05%° - 0,0025% + 0.1
S 200 2 om0 R2=0.9947
ki 2 Y
T 100 S 005
¥ 0,00 - - 0 20 40 60 80
0 20 40 60 80 Teor de aluminio (mg L)
Teor de aluminio (mg L") e T ra o R e s L e b
0.070
&
= 0060 ,
£ 0050
=
-
@ 0040 -
£ +
= 0030
E = -0.0004x +0,0594
£ 0020 e
P, R2=0.8507
20010
<
0,000 e :
0 20 40 60 80
Teor de aluminio (mg L) E

Figura 4. Valores médios de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofilas totais (C), carotenoides (D) e antocianinas (E) em
mudas de B. excelsa submetidas a diferentes concentra¢oes de aluminio.

2.3.2 Vazamento de eletrolitos

O vazamento de eletrdlitos nas raizes sofreu acréscimos significativos (p<0,05)
quando as plantas de castanheira-do-brasil foram submetidas as concentragdes de aluminio,
com melhor ajuste para o modelo de regressao polinomial (Figura 5), em que comparando as

plantas controle com o maior nivel de toxidez, observou-se um aumento de 64%. Para as
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folhas, ndo foi observado significancia a p>0,05 nesta variavel, apresentando um coeficiente
de varidncia (CV) de 30,36% (Tabela 2).

De modo geral, para as folhas ndo foi observado diferenca significativa entre os
tratamentos, enquanto para a raiz, o tratamento controle diferiu estatisticamente da maior
concentra¢do de aluminio e, os tratamentos de 20 mg L', 40 mg L' e 60 mg L' ndo

apresentaram diferencga significativa entre eles (Tabela 7).
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Figura 5. Valores médios do vazamento de eletrdlitos em
raizes de mudas de B. excelsa submetidas a diferentes
concentra¢des de aluminio.

Tabela 2. Anélise de varidncia dos valores médios do vazamento de eletrélitos em
folhas de mudas de B. excelsa submetidas a diferentes concentracdes de aluminio.

Tabela de Analise de Variincia

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

TRATAMENTO 4 168.395354 42.098839 1371 0.2674
erro 30 921.105343 30.703511

Total corrigido 34 1089.500697

CV (%)= 30.36

Média geral: 18.2497143 Numero de observagdes: 35

2.3.3 Teores de NOj e atividade da redutase do nitrato

Os valores médios de nitrato nas folhas apresentaram redugao significativa (p<0,05) de
23%, a partir do ajuste do modelo de regressdo linear, quando comparados o tratamento

controle com a maior concentragdo de aluminio (Figura 6 A), enquanto que para as raizes ndo



SEIVERSIBADE FEBERAL
EERAL 2a AEAZOWIA

BIBLIOTECA o+

houve diferenca significativa a p>0,05 de nitrato nas mudas de B. excelsa na maior toxidez de

aluminio, apresentando coeficiente de varidncia de 56,89% (Tabela 3 A).

A redutase do nitrato reduziu significativamente (p<0,05) em 81% para folhas das

mudas de B. excelsa, comparando-se o tratamento controle aoc de maior concentragido de

aluminio, sendo analisada através do ajuste do modelo de regressdo linear (Figura 6 B). Ndo

houve diferenca significativa desta varidvel nas raizes (p>0,05), apresentando um CV de

37,31% (Tabela 3 B).
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Figura 6. Valores médios do NO; ¢ da atividade da redutase do nitrato em folhas (A e B) em mudas de B. excelsa, submetidas
a diferentes concentra¢des de aluminio.

Tabela 3. Anélise de varidncia dos valores médios de nitrato (A) e redutase do nitrato
(B) em raizes de mudas de B. excelsa submetidas a diferentes concentragdes de

Tabela de Andlise de Varidncia (A)

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

TRATAMENTO 4 0.003896 0.000974 1.059  0.3940
erro 30 0.27601 0.000920

Total corrigido 34 0.031498

CV (%)= 56.89

Média geral: 0.0533143 Numero de observagdes: 35

Tabela de Andlise de Variincia (B)

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

TRATAMENTO 4 0.000086 0.000022 0.053 0.9944
erro 30 0.012110 0.000404

Total corrigido 34 0.012196

CV (%)= 37.31

Meédia geral: 0.0538571 Numero de observagdes: 35
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2.3.4 Amonio, N-aminossoluveis e proteinas soluveis

Para os valores médios de amoénio livre houve reducdo significativa (p<0,05)
apresentando ajuste de regressdo polinomial para folhas e linear para as raizes (Figura 7 A e
B), diminuindo em 43% ¢ 58%, respectivamente, quando comparados os tratamentos controle
¢ 80 mg L' de aluminio. A varidvel N-aminossoluveis apresentou redu¢do significativa
(p<0,05) em modelo de regressdo polinomial em 16% para as raizes em relagéo ao tratamento
controle ¢ o maior nivel de toxidez por aluminio (Figura 7 E), ndo havendo significincia
(p>0,05) desta variavel nas folhas da espécie em estudo, apresentando um CV de 37,51%
(Tabela 4).

As proteinas apresentaram aumento significativo (p<0,05) de 15% e 9% para folhas e
raizes, respectivamente, quando as mudas da espécie em estudo foram submetidas a maior
concentragdo de aluminio em comparag@o ao tratamento controle (Figura 7 C e D). O ajuste
foi estabelecido com regressao polinomial.

Em geral, 0 amdnio livre nas folhas ndo apresentou diferenca significativa a p>0,05 de
probabilidade entre os tratamentos com as concentragdes de aluminio, em contraste, foram
estatisticamente diferentes do tratamento controle (Tabela 7). As varidveis N-aminossoliveis
e proteinas soluveis ndo apresentaram diferenca significativa nos tratamentos para as folhas e

raizes das mudas de B. excelsa (Tabela 7).
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Figura 7. Valores médios de aménio livre (A e B) e proteinas soluveis (C e D) em folhas e raizes de mudas de B. excelsa,
submetidas a diferentes concentragdes de aluminio.

Tabela 4. Analise de varidncia dos valores médios de N-aminossolaveis em folhas de
mudas de B. excelsa submetidas a diferentes concentracdes de aluminio.
Tabela de Analise de Varidncia

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

TRATAMENTO < 2.936389 0.734097 0.136  0.9679
erro 30 162.455429 5415181

Total corrigido 34 165.391817

CV (%)= 37.51

Média geral: 6.2037143 Numero de observagdes: 35
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2.3.5 Agucares soliveis totais e sacarose

Ao comparar-se o tratamento controle ao de maior concentragdo de aluminio, os
aglicares soluveis totais apresentaram redugdo significativa (p<0,05) de 15% para as folhas,
sendo o ajuste do modelo de regressdo dado pela polinomial e, 25% para as raizes, com ajuste
do modelo de regressdo linear (Figura 8 A e B). A sacarose demostrou descréscimos
significativos (p<0,05) nas folhas em 75% e raizes em 29%, em relagdo ao tratamento
controle e a concentracio de 80 mg L™ de aluminio (Figura 8 C e D).

Nas folhas, os agucares soluveis totais ndo apresentaram diferenca significativa entre
todos os tratamentos a p<0,05 de probabilidade e, nas folhas, em relagdo a varidvel sacarose,
ndo foi observada diferenga significativa nas concentragdes de aluminio, sendo estas,
diferentes estatisticamente do tratamento controle, no entanto, para as raizes desta mesma
variavel, houve diferenga significativa do tratamento controle em relagdo a concentragdo de

60 mg L' de aluminio (Tabela 7).
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Figura 8. Valores médios de agucares soliveis totais (A e B) e de sacarose (C e D) em folhas e raizes de mudas de B. excelsa
submetidas a diferentes concentragdes de aluminio.
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2.3.6 Agctcares redutores e ndo redutores

Os agucares redutores nas folhas das mudas da espécie em estudo apresentaram
reducdo significativa (p<0,05) de 8%, bem como os agticares ndo redutores com decréscimo
de 34% (Figura 9 A e B), sendo ajustados no modelo de regressdo polinomial. Para as raizes,
estas varidveis nao apresentaram resultados siginificativos (p>0,05), demonstrando CV de
45,44% para os agucares redutores e 46,82% para os ndo redutores (Tabela 5 A e B).

Para ambas varidveis ndo foi observado diferenca significativa a p<0,05 de
probabilidade entre todos os tratamentos, porém, os acuicares redutores na raiz, apresentaram
diferenca significativa apenas no tratamento controle ¢ na concentracio de 60 mg L de

aluminio (Tabela 7).
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Figura 9. Valores médios de agucares redutores e ndo redutores em folhas (A e B) em mudas de B. excelsa, submetidas a
diferentes concentragdes de aluminio.
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Tabela 5. Andlise de varidncia dos valores médios de agucares redutores e ndo
redutores em raizes (A e B) de mudas de B. excelsa submetidas a diferentes
concentragdes de aluminio.

Tabela de Andlise de Varidncia (A)

FV GL SQ QM Fe Pr>Fe

TRATAMENTO e 0.154297 0.038574 1.058  0.3945
erro 30 1.094200 0.036473

Total corrigido 34 1.248487

CV (%)= 4544

Meédia geral: 0.4202857 Numero de observagoes: 35

Tabela de Analise de Varidncia (B)

FV GL SQ QM Fe Pr>Fc

TRATAMENTO 4 1.029469 0.257367 2.154  0.0985
erro 30 3.584029 0.119468

Total corrigido 34 4.613497

CV (%)= 46.82

Meédia geral: 0.7382857 Numero de observagdes: 35

2.3.7 Osmolitos compativeis

As variaveis prolina e glicina betaina apresentaram acréscimos significativos (p<0,05)
conforme o aumento na concentracdo de aluminio. A glicina betaina apresentou ajuste no
modelo de regressdo linear, com aumento significativo (p<0,05) de 28% nas folhas e 27% nas
raizes das mudas de B. excelsa, em relacdo ao tratamento controle e a maior concentra¢do do
metal em estudo (Figura 10 A e B). Para a prolina, houve aumento de 85% nas folhas quando
comparados o tratamento controle ao de maior concentragdo de aluminio, tendo ajuste no
modelo de regresséo linear (Figura 10 C), em contraste, esta variavel ndo apresentou diferenca

significativa (p>0,05) para as raizes, demostrando CV de 36,95% (Tabela 6).
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Figura 10. Valores médios de glicina betaina nas folhas e raizes (A e B) e prolina em folhas (C) em mudas de B. excelsa
submetidas a diferentes concentragdes de aluminio.

Tabela 6. Anélise de varidncia dos valores médios de prolina em raizes de mudas de
B. excelsa submetidas a diferentes concentragdes de aluminio.

Tabela de Analise de Varidncia

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

TRATAMENTO 4 0.460040 0.115010 0.565  0.6899
er1o 30 6.106314 0.203544

Total corrigido 34 6.566354

CV (%)= 36.95

Meédia geral: 1.2211429 Nimero de observagdes: 35
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2.4 Discussiao

2.4.1 Pigmentos fotossintéticos

As alteragdes nos teores de clorofilas observados na Figura 4 A, B e C podem estar
relacionadas ao rompimento da parede celular ocasionada pelo aluminio através do
extravasamento de eletrdlitos (Tabela 2), que embora ndo tenha sido observado diferenca
significativa entre todos os tratamentos na varidvel vazamento de eletrdlitos nas folhas, a
dosagem de 80 mg L' demonstrou um maior dano (Tabela 7), apresentando, assim, a clorose
e a necrose como sintomas visuais, e por conseguinte, a interferéncia no processo
fotossintético (Mihailovic et al., 2008; Aquino et al., 2013).

As clorofilas sdo principais indicadores fisiologicos do estresse por toxidez de
aluminio, em que foram prejudicadas pela interferéncia na absorcdo e translocag@io de
magnésio e nitrogénio, constituintes importantes das cé€lulas da clorofila (Milivojevic;
Stojanovic, 2003), causados pela ma formacao do sistema radicular (Figura 3).

Os carotendides possuem como principal funcdo a fotoprotecdo nos tecidos
fotossintéticos, minimizando danos fotoxidativos (Bartley; Scolnik, 1995), assim, mesmo
apresentando descréscimos na maior dosagem de aluminio (Figura 4 D), ndo foi observado
diferenca significativa entre os tratamentos 20 mg ) DR L mg L' e 60 mg L' de aluminio
(Tabela 7), uma vez que teve atuagdo como fotoprotetor, atenuando o estresse causado nas
mudas de B. excelsa.

As antocianinas, que constituem o grupo de pigmentos responsaveis pela coloragido
(Falcdo et al., 2003), foram afetadas pelo aluminiodevido as membranas do tilacoide e o
transporte de elétrons serem influenciados pelo prejuizo nos cloroplastos pela fitoxidade por

alumino, demonstrando uma rea¢do em cadeia, com danos a espécie (Figura 4 E).
2.4.2 Vazamento de eletrdlitos

A agdo toxica do aluminio afeta principalmente a membrana plasmatica, na qual o Al
interage com lipidios e proteinas da membrana modificando a estrutura molecular,
aumentando a densidade de empacotamento dos lipidios e, consequentemente, aumentando a
sua permeabilidade (Krtkova et al., 2012). Assim, o vazamento de eletr6litos observado neste
estudo, indica a possivel passagem de ndo-eletrolitos e de permeadores tanto nas raizes

(Figura 5), quanto nas folhas (Tabela 2) das mudas de B. excelsa.
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Segundo Yang et al. (2011) cerca de 75% de todo o aluminio adsorvido a parede
celular esta ligado a fragdo hemicelulose, logo, o aluminio liga-se a componentes da parede
celular alterando sua capacidade de troca catiénica (Panda et al., 2009), pois ao se ligar a
moléculas de pectina, em uma ligagdo mais forte e rapida do que o Ca”", podem influenciar a
passagem de fons tanto para o interior quanto para o exterior das células da planta (Kochian et
al. 2004).

2.4.3 Teores de nitrato (NO3') e a atividade da redutase do nitrato

No presente estudo, a reducdo dos teores de nitrato e da atividade da redutase do
nitrato nas folhas (Figura 6 A e B) das mudas de B. excelsa, pode ter sido ocasionada pelo pH
do substrato (Santos et al., 2011), que sendo acido, e com a presenca do aluminio téxico,
reduziu a absorgdo de nitrato (Andrade Netto, 2005), consequentemente, a atividade da
enzima redutase do nitrato pode ter sido inibida, pois o AI’* causa dificuldade na captacdo e
reducdo da atividade do sistema de transporte do NO5™ (Justino et al., 2006; Cruz et al., 2011).

Segundo Vincentz et al. (1993) e Kaiser et al. (1999), com a presenga de nitrato ocorre
um estimulo a sintese da enzima analisada, enquanto que um estresse intenso pode reduzir sua
producdo de 20% a 50%, corroborando com os resultados obtidos neste estudo. Em vista
disso, as raizes, apesar de ndo terem mostrato resultados significativos, apresentaram maiores
médias de nitrato e redutase do nitrato no tratamento controle (Tabela 7), evidenciando a
reducio dessas varidveis nos tratamentos com as concentracdes de aluminio.

Outra explicacdo para os resultados apresentados neste estudo, pode estar relacionada
a presenca de aménio (NH,") no solo (Figura 7 A e B), tornando a forma de NOs™ indisponivel
para os vegetais (Andrade Netto, 2005), pois em solos acidos, o NH;", uma das principais
fontes de nitrogénio, fica adsorvido as particulas coloidais, enquanto o NOs, por ter carga
negativa, torna-se componente da solugdo do solo, facilmente lixiviado, e indisponivel para a

absor¢do radicular (Cordeiro, 2004).
244 Ambnio, N-aminossoluveis e proteinas soluveis

A entrada do NH;" na célula ocorre por um processo de absorgio passiva, ou seja, a
favor do gradiente de potencial eletroquimico, através de um transportador do tipo uniporte
(Souza; Fernandes, 2006). Assim, nos tratamentos com concentra¢des de aluminio, ocorreu a

absor¢do do amoénio, apesar da redugdo na maior dosagem deste metal em comparagio ao
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controle (Figura 7 A e B), favorecendo os processos bioquimicos posteriores das mudas de B.
excelsa.

Assim, segundo Fernandes (2006) 2 medida que a planta exsuda H' para fora da célula
ela absorve NH, " para o equilibrio eletrostatico.

Além disso, a absorcdo de amoénio pode ser atribuida a necessidade de fontes de
nitrogénio, ja que o nitrato apresentou inibigdo em sua absor¢do (Figura 6 A), as mudas de B.
excelsa, absorveram o NH, por vias alternativas que pode, ainda, ser transportado por
carregadores especificos através do tonoplasto e armazenados no vacuolo (Kant et al., 2007).

ApoOs a incorporagdo do N inorginico a compostos orginicos, esses poderdo ser
utilizados no préprio local ou transportados através do xilema para a parte aérea,
principalmente na forma de aminoacidos (Bloom et al., 1992). Nas plantas superiores, o
metabolismo dos carboidratos e dos aminoacidos é co-regulado (Ferrario-Méry et al., 1998),
possibilitando a conversdo do nitrogénio em aminoacidos, através de esqueletos de carbono
provenientes do metabolismo dos carboidratos (Heldt, 2005).

Isto pode explicar o fato dos teores de N-aminossoliveis terem reduzido
simultaneamente com os aglcares soluveis totais tanto nas folhas (Figura 8 A e Tabela 4)
como nas raizes (Figura 7 A e 8 B), sendo componentes importantes no controle do pH
citosolico (Gilbert et al., 1998), na manuten¢do da homeostase i6nica, da relacdo carbono/
nitrogénio (C/N) e na estabilizagdo de macromoléculas, membranas e organelas (Bohnert;
Shen 1999; Bray et al. 2000).

Por conseguinte, o aumento na produgao de proteinas soluveis em plantas expostas ao
Al ¢ sugerido por meio do aumento na expressio de genes relacionados direta ou
indiretamente com a tolerdncia ao aluminio (Ma et al., 2001; Yang et al., 2007), ainda,
observa-se, neste trabalho, uma possivel relagdo entre as variagdes nos teores de proteinas
soluveis (Figura 7 C e D) e de N-aminossoluveis (Figura E e Tabela 4) indicando uma relagéo

causa-efeito de biossintese protéica ou de protedlise (Kovagik et al., 2010).
2.4.5 Acucares soliveis totais e sacarose

Os aglcares soliveis totais sdo considerados uma categoria importante de solutos

compativeis, os quais sdo acumulados como resposta a estress ao AlI’* (Jouve et al., 2004). No
-1 £ ~ . . . -

entanto, na dosagem de 80 mg L™ de aluminio, as concentragdes de agucares soluveis totais

apresentaram redugdo nas folhas e nas raizes (Figura 8 A e B) das mudas de B. excelsa,
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provavelmente em decorréncia da baixa atividade fotossintética, considerando os valores
apresentados pelos pigmentos fotossintéticos nessa mesma dosagem (Figura 4).

A sacarose e hexoses, principais agucares soluveis, sdo considerados sinalizadores
metabdlicos de controle de relagdes fonte-dreno e de efeitos de integragdo ambiental com o
metabolismo da planta (Paul; Pellny, 2003) e, em situa¢do de estresse, o metabolismo dos
carboidratos € alterado, podendo, algumas vezes, ser convertido a outros aglcares como a
sacarose (Lee et al., 2008).

No presente estudo houve aumento da sacarose a partir da dosagem de 60 mg L™ de
aluminio nas mudas de B. excelsa (Figura 8 C e D), sendo possivelmente explicado devido, a
sacarose ser, para varios vegetais, o principal agticar exportado dos locais de sintese (folhas)
para as regides de consumo (caule, gemas vegetativas, raizes ¢ 6rgdos reprodutivos) a fim de
ser utilizada no crescimento (Chaves Filho; Seraphin, 2001).

E possivel explicar em partes, que o comportamento de acréscimos na varidvel
sacarose, deve-se também, a sua biossintese que foi promovida pela maior atividade da
enzima sacarose fosfato sintase que atua na célula fotossintética localizada no citosol, com a
fun¢do de proteger a integridade de membranas e proteinas (Hoekstra et al, 2001).

Ainda, Lee et al. (2008) afirmam que o acimulo de agucares soliveis verificados
durante o estresse por aluminio, potencializa-se mais em func¢do da hidrélise de amido, através
da enzima o e B-amilase em agucares, podendo ser quebrados e entdo transportados para os

diversos drenos, na forma de sacarose.
2.4.5 Agucares redutores e nio redutores

Embora as varidveis de agucares redutores e nio redutores nas folhas e nas raizes das
mudas de B. excelsa, ndo tenham apresentado diferenca significativa nos tratamentos (Tabela
7), provavelmente, inibiu a atividade da enzima chave na fosforilacdo de hexoses (Clarkson,
1966), haja vista, a hidrolise de sacarose libera hexoses que podem ser utilizadas fornecendo
aglcares redutores para o processo de ajustamento osmotico (Kingston-Smith et al., 1999).

Outra explicagdo para a redugdo da varidvel agucares redutores pode ser devido a
exsudagdo de glicose e frutose pelas raizes das mudas que receberam a maior dosagem de
aluminio como forma de tolerdncia ao estresse sofrido pela planta ou devido a interferéncia do
A’ na absorcdo, transporte € uso de Mg“"+ (Freitas et al., 2006), indicando que para as
condigdes deste experimento, a espécie em estudo mostrou-se adaptativa, proporcionando

mecanismos de tolerdncia ao estresse causado pelo aluminio.
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Para os actcares ndo redutores, € possivel explicar a leve redug@o na maior dosagem
de aluminio nas folhas e raizes (Figura 9 B e Tabela B), pela reducdo de aglicares soluveis
totais (Figura 8 A e B), sugerindo que, apesar dos decréscimos, ndo houve significéncia,
fomentando a atuacdo dos mecanismos de defesa a fim de preservarem a integridade celular
de proteinas, enzimas e membranas, para a continuidade das atividades vitais, constituindo
estratégias adaptativas aos multiplos efeitos causados pela fitotoxidade de aluminio (Abdul

Jaleel et al., 2007).

2.4.6 Osmolitos compativeis

Os acréscimos dos osmolitos compativeis conforme aumento das concentracdes de
aluminio (Figura 10), foi essencial na atenuacdo do estresse causado por este metal nas mudas
de B. excelsa, uma vez que estdo envolvidas na indugdo de tolerdncia a estresses osmoticos
(Filippou et al., 2013). Em situagdes de estresse, o teor de prolina tende a acumular em células
vegetais para ser usada como energia apés o fim do estresse, com a redistribuicdo de
nitrogénio e carbono e para a recuperacao de atividades fisioldgicas na planta (Hemaprabha et
al., 2013).

A prolina atua como osmorregulador (Queiroz et al., 2010; Cia et al., 2012), assim, a
maior concentragdo de prolina nas folhas e nas raizes (Figura 10 C e Tabela 6) das mudas
submetidas a maior dosagem de aluminio, provém, possivelmente, da biossintese e do seu
actimulo no vacuolo ou citosol a fim de manter as fungdes celulares (Kavikishor et al., 2005).
Ainda, segundo Silveira et al. (2002), existem evidéncias de que a biossintese desse
aminodcido poderia estar também associada a regulagdo do pH citosélico ou media¢ao do
incremento da razio NADP'/ NADPH, influenciando o fluxo de carbono devido & via
oxidativa da pentose fosfato.

O aumento da concentracdo da variavel glicina betaina em mudas de B. excelsa em
condi¢do de estresse por aluminio pode estar associado ao mecanismo de defesa e protecio do
metabolismo vegetal (Carlin; Santos, 2009), uma vez que a principal funcido consiste em
proteger as membranas dos tilacéides para manter a eficiéncia fotoquimica na fotossintese,
com uma possivel protecdo fotossintética (Ashraf; Foolad, 2007), apesar deste mecanismo nio
ter sido suficiente para evitar danos aos pigmentos fotossintéticos deste estudo.

Os efeitos nocivos da fitotoxidade por aluminio ndo causaram danos severos as mudas

de B. excelsa no periodo estudado, assim, mesmo com redugdes de algumas varidveis
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bioquimicas na presenca da dosagem de 80 mg L, os osmolitos compativeis e demais

defesas da planta, conferiram maior estabilidade ao metabolismo da B. excelsa.
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2.5 Conclusao

Embora o aluminio tenha reduzido as variaveis de pigmentos fotossintéticos, nitrato,
atividade da redutase do nitrato, aménio, N-aminossoliveis, agticares soluveis totais, aglicares
redutores e ndo redutores e sacarose, influenciando o comportamento bioquimico das mudas
de B. excelsa na maior concentragio de Al’", aumentou as proteinas solaveis e fomentou a
atuacdo dos osmorreguladores na defesa da toxidez, possibilitanto a B. excelsa o
desenvolvimento de mecanismos de tolerincia ao aluminio, para manter as atividades

bioquimicas.
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ANEXOS

Tabela 7. Comparacdo de médias pelo teste de tukey a 5% de significdncia dos teores de aluminio em cada varigvel
bioquimica de mudas de B. excelsa.

Varidvels Aluminio (mg L'!)
hisguitions 0 20 40 60 80
Vazamento de Folha 3,74 a 424 a 427 a 3,92a 4,69 a
eletrélitos Raiz 3,26¢ 3,76 ab 3,42 abc 3,19 be 3,89 a
Redutase do Folha 0,23 a 0,17 ab 0,109 b 0,101 b 0,104 b
nitrato Raiz 023 a 0,229 a 02la 0,228 a 0,228 a
Clorofila a - 0,97 a 0,45b 0,40 b 0,42 b 0,33 b
Clorofila - 2,05a 2,06 a 1,55 ab 1,70 ab 1,47 b
Clorofila total = 2,27 a 2,09 ab 1,58 be 1,74 abc 1,50 ¢
Carotenotides - 0,62 a 0,52 ab 0,59a 0,58 a 0,44 b
Antocianinas - 0,23 ab 0,24 a 0,186 b 0,188 ab 0,17b
Nitrato Folha 0,186 a 0,17 a 0,181 a 0,16 a 0,15a
Raiz 0,25 a 0,22 a 0,21a 0,17 a 0,23 a
Ambnio livre Folha 1,90 a 1,36 b 1,38b 1,30 b 1.35b
Raiz 2,06 a 2,08 a 1,54 ab 1,75 ab 1,28 b
N- Folha 2,49 a 2,53a 2,26a 2,46 a 2,36a
aminossoliveis Raiz 2,19 ab 2,14 ab 2,11 ab 242a 2,07b
Proteinas Folha 1,08 ab 1,24 a 1,10 ab 1,02b 1,14 ab
soliveis totais Raiz 1,35a 1,41 a 1,36 a 1,33 a 1,38 a
Aglicares Folha 1,29 a 1,05a 1,319a 1,310 a 1,25a
solaveis totais Raiz 1,22 a 1,07 b 1,13 ab 1,02 b 1,05 b
Acucares Folha 0,54 a 0,59 a 0,628 a 0,629 a 0,49 a
redutores Raiz 0,72 a 0,61 a 0,60 a 0,58 a 0,62 a
Aglcares ndo Folha 1,08 a 0,85a 117 1,13a 0,98 a
redutores Raiz 0,98 a 0,80 ab 0,88 ab 0,60 b 0,82 ab
SapaR Folha 0,73 a 0,54 b 0,41 b 0,46b 043 b
Raiz 0,60 a 0,54 ab 0,51 ab 0.44 b 0,55 ab
Prolina Fo]].:la 0,85 ¢ 0,77 ¢ 1,02 be 1,39 ab 1,64 a
Raiz 1,04 a 1,15a 1,14 a 1,03 a 1,05 a
Glisinabepatin FO].F]& 1,66 d 1,67 cd 1,74 ¢ 1,86 b 1,94 a
Raiz 1,79 ¢ 1,78 ¢ 1,89b 2,00 a 2,06 a

Letras distintas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.



