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RESUMO GERAL

Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke (paricéd) € uma espécie arbérea madeireira
com alta produtividade e possui uma grande importancia econdmica e ecoldgica, ocorre
principalmente em solos tropicais dcidos, com altos teores de aluminio trocavel. O objetivo do
trabalho foi avaliar o efeito de concentragdes de Al na altura, peso da matéria seca, estado
nutricional, metabolismo bioquimico de plantas de Schizolobium amazonicum e analisar a
presenca de aluminio em raizes de paricd por microandlises espectrométricas de raios-X por
dispersdo de energia (EDS) em Microscopio Eletronico de Varredura.O delineamento
experimental foi em blocos ao acaso, com cinco tratamentos e cinco repeticdes , sendo cada
planta uma unidade experimental, totalizando 25 plantas. Os tratamentos consistiram em cinco
concentragdes de aluminio: 0; 5; 10; 20 e 40 mg L-!, aplicado na forma de cloreto de aluminio
(AICI3) na solucdo nutritiva. Para as anélises no EDS foram utilizados trés tratamentos 0, 20 e
40 mgL™" Al O peso da matéria seca aumentou significativamente nas raizes das plantas
cultivadas em solugdo nutritiva com Al, enquanto que a parte aérea sofreu reducdo. As plantas
mais afetadas pelo efeito téxico do aluminio foram as com 20 e 40 mg L' de Al. Os teores de
macro (N, P, Ca, Mg e K) e micronutrientes (Fe, Cu e Mn) foram afetados significativamente
pelo Al, exceto 0 Zn. A parte aérea foi a mais afetada pela toxidez, onde o teor da maioria dos
nutrientes sofreu redug@o. O acimulo dos macronutrientes foi maior na raiz com a adi¢fo do
Al na solug@o nutritiva comparado com a parte aérea. Para os micronutrientes observou-se
comportamento semelhante, exceto para o Fe que néo apresentou diferenca significativa na raiz
€ 0 Zn na parte aérea. A concentra¢do de nitrato e amonio nas raizes aumentou na presenga do
metal fitotéxico, enquanto a concentragdio de aminodcidos, proteinas, carboidratos e amido
diminuiu em dosagens acima de 5 mg L-!. Dos aminodcidos que proporcionam resisténcia a
estresses abidticos, prolina e glicina betaina, somente a glicina aumentou a concentragio com
a adicdo do Al, enquanto que a prolina foi afetada pelo efeito téxico e teve uma queda na
concentracdo na presenca do Al. O Al tendeu a se acumular nas raizes com baixa translocagio
para a aprte aerea. Foi observado maior presenca do Al na epiderme das raizes (43% do total),

diminuindo conforme a proximidade com o cilindro vascular.

Palavras Chave: Schizolobium amazonicum; Metabolismo bioquimico; Estado nutricional;

Toxidez de Aluminio.



ABSTRACT

Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke (paricd) is a timber specie with high productivity
and high economical and ecological importance, occurs mainly in tropical acid soils with high
exchangeable aluminum content. Aluminum toxicity it is one of the main factors limiting the
development of plants in acid soils. The aim of this study was to evaluate the effect of different
concentrations of AI** at height, weight of dry matter, nutritional status and biochemical
metabolism paricé plants grown in nutrient solution. The experimental design was a randomized
block, with five blocks, where each block contained a plant of each treatment totaling five
replications, each plant an experimental unit. The treatments were four aluminum
concentrations: 0; 5; 10; 20 and 40 mg L', applied to the nutrient solution in the form of
aluminum chloride (AICIs). For analysis in the EDS were used three treatments: 0; 20 and 40
mg L' Al. The dry weight increased significantly in the roots of plants grown in nutrient
solution with AI**, while the shoot wasreduced. The plants most affected by the toxic effects of
aluminum were those containing 20 e 40 mg L' of AI**. The macro content (N, P, Ca, Mg and
K) and micronutrients (Fe, Cu and Mn) were significantly affected by Al**, except Zn. The
shoot was the most affected by toxicity, where the content of most nutrients was reduced. The
accumulation of macronutrients was higher at the root with the addition of Al in the nutrient
solution compared to the shoot. For micronutrients observed similar behavior, except for Fe
which showed no significant difference in root and Zn in the shoot. The concentration of nitrate
and ammonium in the roots increased in the presence of phytotoxic metal, while the
concentration of amino acids, proteins, carbohydrates and starch decreased at doses above 5 mg
L-'. Among amino acids which provide resistance to abiotic stress, proline and glycine betaine,
only a glycine increased with the addition of’ AI’*, while proline was affected by toxicity and
had a drop in concentration in tﬁe presence of AI**. The aluminum tended to accumulate in the
epidermis of the roots (43% of total), decreasing as the proximity to the vascular cylinder.
: l

KEYWORDS: Schizolobium amazonicum, Biochemical metabolism; Nutritional status;
Aluminum toxicity.
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1 CONTEXTUALIZACAO

Na regido amazdnica, uma espécie nativa plantada para a producio de madeira em larga
escala, que vem ganhando destaque econdmico, € o Schizolobium amazonicum Huber ex.
Ducke (parica). Nativo da Amazénia e de rapido crescimento, possui alta produtividade e uso
diversificado (laminacdo, papel e celulose, compensado, caixotaria, etc.). Alguns fatores
abidticos podem interferir no desenvolvimento normal das plantas, entre eles o pH e o teor de
Al no solo (VIEIRA, 2007; AMATA, 2009).

O Al € o terceiro elemento mais abundante na litosfera, fazendo parte de 8% da
composi¢do da crosta terrestre, estando presente em diferentes formas no solo. Quando se
hidrolisa, adquiri a forma trivalente de AI**, predominante em condi¢des 4cidas (pH < 5,5),
tornando-se potencialmente toxico para as plantas (ROSSIELLO; NETTO, 2006). A toxicidade
do Al é um dos principais fatores limitantes do desenvolvimento das plantas em solos acidos.
No Brasil, a ocorréncia de solos com problemas de toxidez de Al é da ordem de 60%,
considerando as terras com potencial para cultivo (ABREU Jr.; LAVORANTE, 2003).

A toxicidade causada por Al interfere em reagdes enzimadticas, no metabolismo de vérios
elementos e na permeabilidade da membrana plasméatica. As plantas afetadas pelo cétion toxico
apresentam com frequéncia sintomas de déficit nutricional na parte aérea (P, K, Ca, Mg), mas
o sintoma mais perceptivel é a inibicdo do crescimento das raizes, o que interfere no processo
de absorc¢@o e transporte de nutrientes. O sitio da toxicidade do Al estd localizado no apice da
raiz. Desta forma, as pesquisas de tolerdncia ao Al s@o focadas nestas regides (KOCHIAN,
2003).

A deficiéncia de nutrientes essenciais ou combinag8es que afetem a disponibilidade
deles provocam distirbios no metabolismo das plantas, o que prejudica o desenvolvimento
normal das plantas. O Al pode causar inibicdo da divisdo celular, lesdes na membrana
plasmatica, alterar a sintese de DNA, diminuir a respirac@o radicular, além de alterar a rigidez
da parede celular (FREITAS et al., 2006). Da Cruz et al (2011) mostram a interferéncia negativa
do Al no metabolismo de plantas, especialmente a respeito dos niveis de compostos
nitrogenados, tais como os 4cidos aminados € proteinas.

Os pardmetros bioquimicos indicam as condicdes das plantas em diversas situacdes de
estresse em que essas podem estar sujeitas, e permitem avaliar possiveis mecanismos de defesa,
além de apontar os danos que o elemento causa no metabolismo do vegetal, podem ajudar no
desenvolvimento de outros estudos (MIGUEL et al., 2010; AZMAT; KHAN, 2011). Estudos

sobre o estado nutricional, metabdlico e a localizagdo do Al em plantas de parica submetidas
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ao Al sdo importantes para entender o comportamento da planta sob condi¢Bes de estresse e
elaborar melhores métodos de manejo da espécie.

Portanto o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de concentraces de Al sob a altura,
peso da matéria seca, estado -nutricional, metabolismo bioquimico de plantas de Schizolobium
amazonicum cultivadas em solugdo nutritiva e analisar a presenga de Al em raizes de parica por
microanalises espectrométricas de raios-X por dispers@o de energia em Microscépio Eletronico

de Varredura.
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2 CRESCIMENTO, ESTADO NUTRICIONAL E METABOLISMO BIOQUiMICO
DE PLANTAS JOVENS DE Schizclobium amazonicum Huber ex Ducke SOB
CONCENTRACOES DE ALUMINIG

RESUMO

Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke (paricé) é uma espécie arborea madeireira com alta
produtividade e possui uma grande importancia econdmica e ecoldgica, ocorre principalmente
em solos tropicais 4cidos, com altos teores de Al trocavel. A toxicidade do Al € um dos
principais fatores limitantes do desenvolvimento das plantas em solos dcidos. O objetivo do
trabalho foi avaliar o efeito de concentragdes de Al sob a altura, peso d1 matéria seca, estado
nutricional € metabolismo bioquimico de plentas de paricé cultivadas em solugéo nutritiva. O
delineamento experimental foi em blocos ac acaso, com cinco tratamentos, onde cada bloco
continha uma planta de cada tratamento totalizando cinco repetigdes, sendo cada planta uma
unidade experimental. Os tratamentos consistiram em cinco concentragtes de Al: 0; 5; 10; 20
e 40 mg L', na solugdo nutritiva, sendo a fonte do elementc cloreto de aluminio (AlCLs). G
peso da matéria seca das raizes aumentou significativamente conforme o aumento da
concentracio de Al na solugio nutritiva, enquanto que a parte aérea sofreu redugio. As plantas
mais afetadas pelo efeito toxico do Al foram as com 20 e 40 mg L' de Al. O teor de macro (N,
P, Ca, Mg e K) e micronutrientes (Fe, Cu e Mn) foram afetados significativamente pelo Al
exceto o Zn. A parte aérea foi a mais afetada pela toxidez, onde o teor da maioria dos nutrientes
sofreu reducio. G aciimulo dos macronutrientes foi maior na raiz com a adig@o do Al na solucgo
nutritiva comparado com a parte aérea. Parz os micronutrientes observou-se comportamento
semelhante, exceto para o Fe que no apresentou diferenca significativa na raiz € 0 Zn na parte
aérea. A concentraco de nitrato e amonio nas raizes aumentou na presenca do metal fitotoxico,
enquanto a concentragio de aminodcidos, proteinas, carboidratos e amido diminuiu em
dosagens acima de 5 mg L-'. Dos aminodcidos que proporcionam resisténcia a estresses
abié6ticos, somente a glicina Betaina teve um aumento em sua concentracgo com a adi¢do do Al,
enquanto que a prolina foi afetada pelo efeito téxico do metal e teve uma queda em sua

concentracdo.

Palavras Chave: Parica; Bioquimica; Nutrigdo Mineral; Toxidez de Aluminio.



ABSTRACT

Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke (paricd) is a timber specie with high productivity
and high economical and ecological importance, occurs mainly in tropical acid soils with high
exchangeable aluminum content. Aluminum-toxicity it is one of the main factors limiting the
development of plants in acid soils. The aim of this study was to evaluate the effect of different
concentrations of Al at height, weight of dry matter, nutritional status and biochemical
metabolism paricé plants grown in nutrient solution. The experimental design was a randomized
block, with five blocks, where each block contained a plant of each treatment totaling five
replications, each plant an experimental unit. The treatments were four aluminum
concentrations: 0; 5; 10; 20 and 40 mg L-!, applied to the nutrient sclution in the form of
aluminum chloride (AICl3). The dry weight increased significantly in the roots of plants grown
in nutrient solution with Al, while the shoot was reduced. The plants most affected by the toxic
effects of aluminum were those containing 20 and 40 mg L' of AI**. The macro content (N, P,
Ca, Mg and K) and micronutrients (Fe, Cu and Mn) were significantly affected by Al, except
Zn. The shoot was the most affected by toxicity, where the content of most nutrients was
reduced. The accumulation of macronutrients was higher at the root with the addition of Al in
the nutrient solution compared to the shoot. For micronutrients observed similar behavior,
except for Fe which showed no significant difference in root and Z;n in the shoot. The
concentration of nitrate and ammonium in the roots increased in the presence of phytotoxic
metal, while the concentration of amino acids, proteins, carbohydrates and starch decreased at
doses above 5 mg L~'. Among amino acids which provide resistance to abiotic stress, proline
and glycine betaine, only a glycine increased with the addition of Al, while proline was affected

by toxicity and had a drop in concentration in the presence of Al

KEYWORDS: Paric4; Biochemistry; Mineral Nutrition; Aluminum Toxicity.



2.1 Introducio =

Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke, (paricd) é uma espécie arborea madeireira
com alta produtividade e possui uma grande importancia econdmica e ecolégica (AMATA,
2009). A area plantada com parica no Brasil era de 89,1 ha em 2014 e tem conquistado cada
vez mais destaque entre as espécies reflorestadas no Brasil, pois possui incrementos em altura
e didmetro que possibilitam sua utilizagdo em poucos anos, além de, sua madeira apresentar
facilidade para laminacfio, secagem, prensagem e excelente acabamento (ALMEIDA et al.,
2013; DE MELO et al., 2013).

A forma fitotdxica do Al esta diretamente ligada ao pH, que em valores inferiores a 5,5,
libera a forma trocavel (Al3*) a solugdo do solo, téxico para as plantas (ROSSIELLO; NETO,
2006). As plantas variam em grau de fitotoxidade ao fon, com isso, a identificagdo do grau de
toxidez das espécies tem tido grande foco em estudos (HARIDASAN, 2008). Para as espécies
florestais do hemisfério Norte tem sido verificado que os sintomas de toxidez ocorrem
geralmente em concentragdes acima 10,0 mg L' de Al (ECHART; CAVALLI-MOLINA,
2001).

Alves et al. (2001) em estudos com céssia-verrugosa ¢ ipé-mirirn, constataram que as
espécies florestais sdo sensiveis ao AIP* em diferentes graus, pois as plantas de cdssia
apresentaram sintomas de toxicidade na concentragdo de 10 mg L', enquanto as plantas de ipé-
mirim apresentaram apenas na concentragéo de 20 mg L' de aluminio.

Em niveis téxicos no solo, o Al implica na redu¢éo da disponibilidade e absor¢@o de P
do solo, e também na inibi¢do competitiva da absor¢@o de nutrientes catiénicos, como o Ca®*,
Mg?*, K* e micronutrientes (FREITAS et al., 2006). Estes efeitos podem ser corrigidos através
de calagem, um processo de neutralizagdo dos fons H* e AI**. O calcériq tem sido o material
mais utilizado -para a neutralizar o efeito téxico do aluminio no solo, contribuindo para um
maior rendimento de plantios devido sua ag@o na melhoria dos atributos quimicos, fisicos e
biolégicos do solo (RONQUIM, 2010; LOPES et al., 1990). Entretanto essa técnica apresenta
altos custos e restricdes técnicas, além de induzir, com- frequéncia, & deficiéncia de
micronutrientes em muitos solos (HARTWIG, et al., 2007).

Para plantas em geral, afetadas pelo cation téxico apresentam, com frequéncia, sintomas
de déficit nutricional (P, Ca, Mg e K), uma vez que ele interfere no processo de absorcéo e
transporte de nutrientes (FREITAS et al., 2006).

A deficiéncia de nutrientes provoca distirbios no metabolismo da planta, como

decréscimo do teor de proteinas, aminoacidos, além de outras anormalidades. Algumas plantas
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podem acumular prolina e glicina betaina, em resposta aos estresses ambientais, incluindo ao
AIP* (ASHRAF; FOOLAD, 2007). Esses so aminodcidos responsdveis:pelo ajuste osmético,
protecdo de estruturas subcelulares, desintoxicag@o de radicais livres em plantas estressadas. O
teor desses aminoacidos pode ser usado para identificar plantas com tolerncia ou resisténcia a
fatores de estresse por metais. Os parametros bioquimicos, indicam a condi¢@o fisiologica das
plantas em diversas situacdes de estresse, apontando os danos que o elemento causa no
metabolismo vegetal (ASHRAF; FOOLAD, 2007; AZMAT; KHAN, 2011; SRINIVAS;
BALASUBRAMANIAN, 1995).

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de concentracdes de Al na altura, peso da
matéria seca, estado nutricional e metabolismo bioquimico de plantas de Schizolobium

amazonicum cultivadas em solucéo nutritiva.
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2.2 Material e Métodos

2.2.1 Localizacéo do experimento

O trabalho foi desenvolvido em casa de vegetacio da Area de Ciéncia do Solo, do
Instituto de Ci€ncias Agrérias, da Universidade Federal Rural da Amazénia (Belém- PA),
situada nas coordenadas 48° 26° 14> W e 1° 27’ 22°” S, de agosto a outubro de 2015.

2.2.2 Material vegetal

As sementes de paricé (Schizolobium amazonicum) foram coletadas no municipio de
Santarém - PA e devidamente armazenadas em sacos plasticos. As mesmas passaram por quebra
de dorméncia, com escarificacgo manual seguida da imersdo em agua destilada em temperatura

ambiente média de 27°+ 2°C durante um periodo de 12 horas. Em seguida as sementes foram

semeadas em bandeja contendo areia lavada e autoclavada, sendo irrigadas com 4gua destilada

(Figura 1).

Figura 1- Mudas de paricé cultivadas na casa de vegetagdo.

Aos 15 dias apds a emergéncia foram selecionadas plantulas que apresentavam trés
foliolos e altura média 16 cm + 2 cm. Essas foram transferidas para vasos plésticos com
capacidade de 3 L preenchidos com silica e solugfo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950),

diluida a 1/2 de forca i6nica para a adaptagéo. Apos sete dias a soluc#o foi substituida por uma



18

) | | |

de forca total composta por: 930mg L' de NOs7; 97 mg L' HaPOy; 234 mg L' de K*; 300 mg
L de Ca?*; 48 mg L' de Mg?*; 192 mg L' de SO%4; 0,177 mg L' de B, 0,67 mg L' Mn; 0,074
mg L' de Zn; 0,027 mg L' de Cu; 0,01 mg L' de Mo e 7, 74 mg L' de Fe na forma de Fe
EDTA. A solugZo nutritiva foi renovada semanalmente, e as perdas por evapotranspira¢do
foram repostas diariamente com dgua destilada. O pH da solugfo nutritiva na presenga de Al
foi mantido em 4,8 + 0,2 e o controle em 5,5 + 0,2, sendo ajustado a cada dois dias com HCI
0,1 mol L' e NaOH 1M. Passados 30 dias, somente em solucio nutritiva completa foram

aplicados os tratamentos com Al nas plantas de paricé.

2.2.3 Delineamento experimental e tratamentos
p

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com cinco tratamentos, onde cada
bloco continha uma planta de cada tratamento totalizando cinco repeti¢@es, sendo cada planta
uma unidade experimental (Figura 1). Os tratamentos consistiram em cinco concentragSes de

aluminio: 0; 5; 10; 20 e 40 mg L', aplicado na forma de cloreto de aluminio (AICIs).

2.2.4 Altura e Matéria seca

Apbs 45 dias da aplicag@io dos tratamentos, as plantas que receberam 40 mg L' de Al
apresentaram sintomas de toxidez avangados, amarelecimento e queda das folhas, e todas as
plantas foram coletadas. A altura foi determinada a partir da distincia entre o colo da planta até
a extremidade superior da folha mais alta com a utilizagdo de paquimetro digital. As plantas
foram seccionadas no colo separando-se a parte aérea do sistema radicular, que passaram por
lavagem e foram secos em estufa com circulag@o forgada de ar, a 60°C até peso constante para

a obtencéo de matéria seca.
2.2.5 Teor e acimulo de nutrientes e aluminio

Para a determinagdo do teor de aluminio (Al), macros (N, P, Ca, Mg ¢ P) e
micronutrientes (Fe, Cu, Zn e Mn) as amostras de matéria seca da parte aérea e da raiz foram
moidas e analisadas no laboratério de Laboratério de Quimica de Solos da Embrapa Amazdnia
Oriental — CPATU, Belém- PA, seguindo a metodologia descrita por Carmo et al. (2000). O

acumulo de nutrientes nas diferentes partes da planta de paricd foi estimado multiplicando-se
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os teores do elemento (g kg™ de matéria seca), pelos valores de matéria scca da parte aérea e da

raiz, dividindo-se o produto por 1000.
2.2.6 Avaliacdo Bioquimica

As analises referentes a concentracdo de nitrato, amdnio livre, aminoacidos soltveis
totais, proteinas soltiveis, carboidratos totais, amido, sacarose, prolina e glicina betaina foram
realizadas no Laboratério de Fisiologia Vegetal do Instituto de Ciéncias Agrarias, da

Universidade Federal Rural da Amazdnia, Belém.

2.2.6.1 Amonio livre

Para a determina¢io de amoénio livre foi utilizado o método de Weatherburn (1967),
com 50 mg de massa seca da parte aérea e raizes moidas, colocado em tubos de ensaio de 15
mL, adicionando-se 5 mL de agua destilada, sendo levada ao “banho-mearia” por 30 min a [00

°C, para obtencéc do extrato total. As leituras foram obtidas no espectrofotémetro a 625 nm.
2.2.6.2 Nitrato

A concentracdo de nitrato foi determinada pelo método descrito por Weatherburn
(1967), no qual amostras de 50 mg da parie aérea e raizes previamente liofilizadas foram
adicionadas em tubos de ensaio contendo 5,0 mL de dgua destilada e estes incubados em
“banho-maria” por 30 minutos a 100 °C. Em seguida, foi centrifugada a 3.000 rpm por 10 min

para obtencdo do extrato total. As leituras foram obtidas no espectrofotdmetro a 410 nm.
2.2.6.3 Aminoécidos solivelis totais

Para a determinagéo de aminodcidos sollveis totais foi utilizado 50 mg de matéria seca
das raizes e parte aérea moidas, com a adigéc de 5 mL de dgua destilada. Em seguida, os tubos
foram colocados em banho-maria por 30 min a 100 °C para obtenco do extrato total. As leituras

foram realizadas em espectrofotdmetro a 570 nm segundo o método de Peoples et al. (1989).
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2.2.6.4 Proteinas soluveis

Para a determinag@o de proteinas soltveis totais, utilizou-se 100 mg de matéria seca das
raizes e parte aérea moidas, 5,0 mL do tamp@o de extra¢do (Tris-HCI 25 mM pH 7,6) e, em
seguida, foram agitados durante 2 h no shacker (com os tubos devidemente lacrados) para
obtenc@o do extrato. As leituras foram feitas no espectrofotdmetro a 595 nm conforme método

descrito por Bradford (1976).
2.2.6.5 Carboidrato

Para a determinag@o da concentragdo de carboidratos foram obtidos pelo método de
Dubois et. al. (1856), utilizando 50 mg de matéria seca das raizes e parte aérea moidas, com a
adigdo de 5 mL ce dgua destilada. Em seguicda, os tubos foram colocados em banho-maria por
30 min a 100 °C para obtengdo do extrato total. As leituras {oram realizadas em

espectrofotémetro a 490 nm.
2.2.6.6 Amido

Para a concentragédo de amido foi util:zado 19 mg de matéria seca da parte aérea e raiz,
em seguida adicionados 1.900 pL de etanol a 80% e homogeneizados em agitador de
microtubos para depois serem levadas ao banho-maria por 20 min a 95°C. Apés o periodo de
incubagio as amostras foram centrifugadas em centrifuga de bancada'a 7.500 rpm por 5 minutos
e nos residuo (material vegetal + etanol 80%) foram adicionados 1000 uL de 4cido perclérico
a 30% por 30 minutos a 25°C. Subsequentemente, as amostras foram centrifugadas em
centrifuga de bancada a 7.500 rpm por 5 minutos e os sobrenadantes coletados para
determinacdo de amido. As leituras foram realizadas em espectrofotémetro a 490 nm pelo

método de Ahluwalia e Ellis (1984).
2.2.6.7 Sacarose
Para a determina¢@o da concentracdc de sacarose utilizou-se 50 mg de p6é de matéria

seca das raizes e parte aérea, que foram homogeneizados em 1,5 mL de solu¢do de MCW

(metanol:cloroférmio:dgua 12:5:3 v/v/v) durante 30 min sob agitacdo em tubos de eppendorf
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de 2,0 mL, posteriormente centrifugado a 10000 rpm. As leituras foram realizadas em

espectrofotdmetro a 490 nm, conforme a metodologia de Van Handel (1968).
2.2.6.8 Prolina

A concentracio de prolina foi determinada com 50 mg de matéria seca das raizes e parte
aérea em po, colocadas em tubos de ensaio de 15 mL, adicionando-se 5 mL de dgua destilada,
sendo levada ao “banho-maria” por 30 min a 100 °C, e posteriormente centrifugadas 2.000 rpm
por 5 minutos a 20 °C. As leituras para prolina foram realizadas em espectrofotémetro a 520

nm de acordo com a Bates et al. (1973).
2.2.6.9 Glicina betaina

Para a glicina betaina foram utilizados 25 mg de matéria seca da parte aérea e das raizes
em pod, colocadas em tubo eppendorf de 2 mL que foram completados com agua destilada e
agitadas no shacke por 4 horas. Depois centrifugados a 10.000 rpm por 10 min a 25°C e coletado
o sobrenadante para obteng@o do extrato aquoso e descartado o precipitado. Adicionou-se a
solug@o de diluicdo e manteve-se durante 16h a 0°C na geladeira. A leitura foi realizada em

espectrofotdmetro a 365 nm conforme a metodologia de Grieve e Grattan (1983).
2.2.7 Anélise dos dados

Os dados.foram submetidos a anélises de normalidade, de varidncia da regresséo e o
critério para a escolha do modelo e equacdo mais adequados foi a pattir do coeficiente de
determinacfo (R?). Para as andlises estatisticas foi utilizado o software o SISVAR (FERREIRA,
2011) e paraa démonstragﬁo grafica dos restltados, foi utilizado o programa Microsoft Office

Excel 2010.
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2.3 Result‘ados e Discusséo

2.3.1 Sintomas visuais de fitotoxidez

As plantas submetidas  presenca do Al exibiram sintomas de toxidez de Al no 30° dia
ap6s o inicio dos tratamentos, apresentando nas folhas mais novas recurvamento para cima,
clorose e posterior necrose nas margens das folhas mais novas, murcha da gema apical,

assimilando-se a deficiéncia de calcio (Figura 2). O Al prejudica a absor¢do de Ca devido ambos

os ions competirem pelo mesmo sitio ativo de canais i6nicos envolvidos no processo de

absorcio (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997).

Figura 2- Sintomas de toxidez de aluminio: (A;) controle; (Az) 5 mg L™ de Al; (As) 10 mg L™ de Al; (As4) 20 mg
L' de Al; (As) 40 mg L™ de AL

Também foi observado clorose e posterior necrose nas margens das folhas mais velhas,
semelhante a deficiéncia de potéssio (Figura 3). Os sintomas de toxidez do Al na parte aérea,
geralmente, caracterizam-se pela deficiéncia de nutrientes como P, Ca, Mg, K devido o metal
afetar a permeabilidade da membrana plasmética prejudicando o transporte € o uso destes
nutrientes, consequentemente, diminuindo a produggo de matéria seca (KOCHIAN; PINEROS;
HOEKENGA, 2005; RIBEIRO et al., 2013).
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potassio: (A1) controle; (Az) 5 mg L' de Al; (A;) 10 mg L de Al; (As) 20

Figura 3- Sintomas de deficiéncia de
mg L' de AL; (As) 40 mg L™ de Al.

2.3.2 Altura e matéria seca

Os resultados de altura das plantas e matéria seca apresentaram diferenca significativa
(p <0,05), & adigdo de Al na solugdo nutritiva. O modelo de regressdo linear foi o que melhor
se ajustou 2a relagfo altura e concentracdo de Al mostrando uma relagio diretamente
proporcional a adi¢do de Al na solugfo nutritiva (Figura 4A).

O incremento em altura nas plantas com Al pode estar relacionado com a concentragéio
de carboidratos das plantas de paricé, uma vez que os resultados mostraram que a concentracdo
do carboidrato sacarose aumentou nas plantas de parica conforme o aumento da concentragéo
do Al na solug8o nutritiva. Na maioria das plantas a sacarose é o principal agticar exportado dos
locais de sintese para as regides de consumo onde ¢ utilizado para o crescimento das plantas
(KINGSTON-SMITH; WALKER; POLLOCK, 1999).

Apesar do aumento em altura, a produgfo de matéria seca da parte aérea nfo seguiu a
mesma tendéncia. O modelo de regressio que melhor se ajustou a relagéio produco de matéria
seca e concentragd@o de Al foi o modelo polinomial quadratico, sendo observado uma tendéncia
decrescente da produgfio de matéria seca na parte aérea com a adi¢do do Al no meio de
crescimento, enquanto que na raiz ocorre comportamento contrério, apresentando uma

tendéncia crescente do peso da matéria seca da raiz (Figura 4B).
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Figura 4- Crescimento em altura (cm) e peso da matéria seca da parte aérea, da raiz e total (g) de mudas de
Schizolobium amazonicum, sob concentragdes de Al (mg L™).

O aumento da producdo de matéria seca na raiz pode estar relacionada a baixa
disponibilidade de nutrientes para as plantas, devido o Al interferir na absor¢do de nutrientes
(ABICHERQUER et al., 2003). As plantas de parica sob estresses podem ter priorizado o
desenvolvimento do sistema radicular para possibilitar maior absor¢fo de agua e de elementos
minerais na presenc¢a de aluminio.

Geralmente o P tem sua disponibilidade afetada pelo Al e algumas plantas respondem a
baixas concentra¢des de P com 0 aumento da densidade do sistema radicular, pois o incremento
da massa radicular aumenta a habilidade da planta em acessar e absorver o P (GRANT et al.,

2001), este fato também pode ter contribuido para o crescimento radicular das plantas de parica.

2.3.3. Teor e acumulo de macronutrientes

As concentragdes de Al influenciaram significativamente (p<0,05) os teores e o
acumulo de macronutrientes nas plantas de paricd, exceto para ¢ teor de Mg na raiz. Na maioria
dos casos, os teores de macronutrientes na parte aérea foram mais afetados do que aqueles na
raiz e os macronutrientes mostram uma tendéncia a se acumular nas raizes e reduzir o acimulo
na parte aérea conforme a adicdo do Al na solugéo nutritiva. Em mudas de goiabeira (Psidium
guajava L.), Salvador et al. (2000) observaram que altas concentragdes de Al prejudicaram o
transporte de P, Ca, Mg para a parte aérea.

O Al pode inibir a atividade da H"-ATPase da membrana plasmética, impedindo a
formacio e a manutencdo do gradiente transmembranar H', que serve como principal forga

motriz para o trar:sporte de fons, o que explicaria o baixo teor de macronutrientes na parte aérea
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em comparagdo com o teor encontrado na raiz (KOCHIAN; PINEROS; HOEKENGA, 2005;
RIBEIRO et al., 2013).

O modelo de regressdo que melhor se ajustou ao teor e acimulo de N em fungfo da
concentragdo de Al foi o linear. Na parte aérea observa-se uma tendéncia linear decrescente no
teor e no acimulo de N conforme a adigdo do Al nasolucfo nutritiva, enquanto que nas raizes
de paricd ocorreu comportamento inverso, com um aumento linear no teor e no acimulo do
nutriente (Figura SAB).

Alguns trabalhos tém demonstrado o efeito negativo do Al sobre a absorcio de
nitrogénio na forma de nitrato (NO3") em diversas espécies de plantas (DURIEUX et al., 1993;
DA CRUZ et al, 2011; DA CRUZ; ALMEIDA; DOS SANTOS, 2014). Entretanto, os
resultados do actimulo de N e a concentragfo de nitrato nas raizes de paricd permitem sugerir
que ndo houve interferéncia do Al na absor¢do de N e que o processo de assimilaciio ocorre
preferencialmente nas raizes. Uma hipétese para a absorc@o do nitrato é que o Al se ligaria a
fosfolipidios da membrana plasmética, formando uma camada de carga positiva que facilitaria
a passagem de 4nions por essa membrana. Uma camada de carga positiva retardaria o
movimento de cations e aumentaria o movirmento de anions como o nitrato (NICHOL et al.,

1993; JUSTINO st al., 2006)
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Figura 5- Teor (g kg') e acimulo (g planta') de nitrogénio (N) na matéria seca de mudas de Schizolobium
amazonicum, sob concentragdes € Al (mg L').

Os resultados também mostram um aumento gradativo no teor € no actimulo de P nas
raizes de paricd, quando expostas ao Al. O teor de P nas raizes aumentou até a concentragdo de
20 mg L. Na parte aérea observa-se uma diminuigio no teor e no acimulo de P, com excec#o
para o tratamento de Smg L™ de Al, onde o teor do mineral apresentou-se maior na parte aérea,

assim como, o controle (Figura 6AB).
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O alto teor e acimulo de P nas raizes de paricd pode ter ocorrido pela formagio de
complexos P-Al, que retém o P em formas menos disponiveis nas superficies das raizes e/ou
nos tecidos da raiz, o que reduz a translocag@o do P para a parte aérea e sua disponibilidade
para a planta (CHEN et al., 2012). Este complexo P-Al é considerado por alguns autores ‘um
fator importante da tolerdncia de plantas ao Al devido a precipitagéo do metal e por prevenir 0s
efeitos deletérios deste em outros 6rglos (MATTIELLO et al. 2008; JIANG et al., 2009;
STEINER et al., 2012), mas, no presente estudo, o metal prejudicou o transporte de nutrientes
e o metabolismo da planta.

Steiner et al. (2012) estudando o efeito do Al em plantas jovens de pinhdio manso
(Jatropha curcas L.) relataram comportamento semelhante ao observado no paricé, com grande
aciimulo de P e Al na raiz e baixa translocagéo para a parte aérea.

O teor de-Ca apresentou um comportamento linear decrescente na parte aérea e na raiz
conforme a adigdo de Al no meio de crescimento. Na raiz observa-se um crescimento linear do
acumulo de Ca a partir da concentragdo de 20 mg L' de Al (Figura 6CD), entretanto o elemento
tendeu a se acumular na parte aérea, apesar de apresentar um decréscimo com a adigéo do Al
na solucg@o nutritiva.

O Al tem efeitos inibidores na absorcdo de Ca devido & substituicio do Ca pelo Al nos
sitios de troca das paredes celulares (KOCHIAN; PINEROS: HOEKENGA., 2005). O Ca é
essencial para a integridade estrutural e permeabilidade das-membranas, e vem geralmente
ligado a carga negativa dos fosfolipidios da membrana, conferindo a fluidez necesséria para o
transporte de fons. Assim, o deslocamento do Ca e as interagdes com ¢ Al pode modificar a
estrutura da membrana plasmatica bem comc o ambiente idnico perto da superficie da célula o
que pode prejudicar a absor¢do € o transporte de fons (CRISTANCHO et al., 2014; RIBEIRO
etal., 2013). ,

O teor de Mg na raiz foi superior ao da parte aérea nos tratamentos com Al, mas seus
teores na raiz ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05). O modelo polinomial
quadratico foi o que melhor se ajustou a relagéio para do teor e do acimulo de Mg em funcéo
da concentragdo de Al. O acimulo de Mg na parte aérea e na raiz apresentou diferenca
significativa, onde as plantas submetidas a 20 e 40 mg L™ de Al acumularam o Mg na raiz
(Figura 6EF). O Al prejudica o transporte do Mg devido se ligar aos sitios especificos de Mge
sobre as protefnas de transporte, substituindo o0 Mg, devido possuirem raios iénicos similares

(TECCHIO et al., 2005; RENGEL; ROBINSON, 1989).
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seca de mudas de Schizolobium amazonicim, sob concentragdes e Al (mg L').



28

I | | |

Para o teor de K 0 modelo polinomial quadrético foi o que melhor se ajustou ao teor do
nutriente em funcdo da concentragfio do Al. Com a adigdo do Al na solugio nutritiva observa-
se um decréscimo no teor de K na parte aérea e na raiz das plantas de parica. O K acumulou-se
na parte aérea apresentando uma tendéncia linear decrescente, e comportamento inverso na raiz
(Figura 6GH). O Al pode bloquear os canais de K e dificultar sua absorgéo, além de inibir seus
transportadores (GIANNAKOULA et al., 2008; MOSSOR-PIETRASZEWSKA, 2001).

2.3.4 Teor e acimulo de micronutrientes

As concentragdes de Al no meio de crescimento das plantas de paricd influenciaram de
forma significativa (»p<0,05) o teor e 0 actimulo de micronutrientes em alguma ou em todas as
partes da planta avaliadas. Somente o teor de Zn permaneceu constante € ndo apresentou
diferenca entre os tratamentos (Figura 7). ?

Dentre os micronutrientes avaliados, o teor de Fe apresentou diferenca significativa
(»<0,05), com uma diminuic&o linear do teor do micronutriente com a adigéio do Al em todas
as partes da planta. O elemento tendeu a se acumular nas raizes do paricd apesar de ndo
apresentar diferenga significativa (Figura 7AB). De acordo com os resultados obtidos por Alam
e Adams (1979) e Lemos Filho (1982), menores teores de Fe em plantas submetidas a niveis
toxicos de Al, resultam da inibig&o do processo de redugdo do fon férrico (Fe**) a ferroso (Fe?*)
na superficie radicular, condi¢do essencial para a absorcdio deste fon, fato que pode estar
relacionado a diminuig&o do teor de Fe nas raizes de paric4.

Para o teor e 0 acimulo de Cu na raiz o modelo polinomial quadrético foi o que melhor
se ajustou a relagdo com o Al. O Cu tendeu a se acumular na raiz e o teor do elemento na raiz
apresentou uma tendéncia decrescente a partir da concentracdio de 10 mg L™ de Al, enquanto
que a parte aérea ndo houve diferenca significativa (p<0,05) (Figura 7CD). Isto ocorreu porque
em situagdes de estresse ou baixa disponibilidade de Cu as plantas tendem a acumular o
elemento nas raizes, sendo somente transportado para a parte aérea, conforme a necessidade da
planta (TABALDI et al., 2009).

O Al néo influenciou de forma significativa o teor de Zn na planta e o elemento tendeu
a se acumular na parte aérea. O acimulo de Zn no paricé apresentou diferenca significativa
onde o modelo polinomial quadratico foi o que melhor se ajustou a relagdo Zn e Al, com uma
diminui¢do do acimulo de Zn na parte aérea até a concentragio de 20mg L' de Al e com

aumento do actimulo nas concentragdes acima de 10 mg L™ de Al (Figura 7F).
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O teor e 0 acimulo de Mn nas plantas de paricé apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) e o modelo de regressdo que melhor se ajustou a relagdo do teor e do actimulo em
fungdo da concentragdo de Al foi o linear, com uma tendéncia crescente conforme a adi¢io do
Al no meio de crescimento das plantas. O Mn se acumulou nas raizes nos tratamentos a partir
de 20 mg L' de Al (Figura 7 HI). Esse aumento do teor de Mn pode ser devido ao pH da solugdo
nutritiva, pois em pH baixo (4cido), sua forma absorvida (bivalente) pode ser abundante,
aumentando sua absor¢do pelas plantas (LOMBI et al., 2002; DECHEN; NACHTIGALL,
20006).

2.3.5. Teor e actunulo de aluminio

O teor e 0 acumulo de Al apresentarara diferenga significativa (p < 0,05) e os resultados
mostram uma tendéncia linear crescente do teor de Al principalmente na raiz, onde o metal
tendeu a se acumular sendo pouco translocado para a parte aérea, que apresentou baixos niveis
do elemento independente da concentragdo utilizada, havendo diferenca apenas quando

comparados com o controle (Figura 8).
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Figura 8- Teor (mg kg') e acimulo (mg planta') de aluminio (Al) na matéria de mudas de Schizolobium
amazonicum, sob concentracdes de"Al (mg L™').

E provéavel que parte do Al contido nos tecidos radiculares seja devido sua precipitacdo
com parte do P absorvido (Al-P) (KOCHIAN; PINEROS; HOEKENGA, 2005), assim
aumentando o teor do metal nas raizes e diminuindo sua translocagdo para a parte aérea. A
parede celular também € um sitio de acimulo do Al devido 4 forte ligagdo dos constituintes da
pectina. O elemento pode deslocar o célcio da parede celular das raizes e ficar fixado nas

paredes (RENGEL, 1992), o que, também, justificaria o acimulo do Al nas raizes de parica.
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2.3.6.Variaveis Bioquimicas
2.3.6.1 Nitrato -

As concentragdes de nitrato da parte aérea e da raiz, apresentaram diferenca significativa
(p <0,05) e 0o modelo de regressdo que melhor se ajustou aos dados da relagio nitrato em fungio
da concentracdo de Al foi o linear (Figura 9A). Na parte aérea observa-se uma tendéncia linear
decrescente na concentragio de nitrato conforme o aumento do Al na solucéo, tendo uma queda
de 44% no tratamento de 40 mg L' de Al em comparagfio ao controle. J4 na raiz, o aumento do
nitrato foi diretamente proporcional ao do Al. com a maior concentragio de nitrato na presenca
de 40 mg L' de Al

A alta coricentracdo de nitrato nas raizes pode indicar que o Al interfere na atividade da
enzima redutase do nitrato (NR), responsével pela assimilagdo do nitrato. A ativagdo da NR
ocorre através da desfosforilagéio de um residuo serina chave da enzima. O Al pode afetar os
controles poés-translacionais, incluindo fosforilacdo. O elemento toxico inibe a transcrigdo do
gene da NR e diminuir a estabilidade do RNAm da enzima. Além disso, Al prejudica os
transportadores do NO3™ no sistema (DURIEUX et al., 1993; KOCHIAN, 2003). A baixa
disponibilidade de ferro tambén: pode ter interferido na atividade da NR. pois esta enzima é um
homodimero constituido por duas subunidades e cada uma contendo um cofator heme-Fe no
centro de sua estrutura que atua como doadora de elétrons (CAMPBELL, 1999).

A absorcdo e a reducéio do nitrato podem ser importantes componentes do mecanismo
de tolerancia ao Al (PIMENTA; CAMBRAIA; ESTEVAO, 1989). Trabalhos de comparativos
entre plantas susceptiveis e tolerantes ao Al tém indicado que pelo menos alguma etapa da
aquisicio ou do metabolismo do N pode estar envolvido com a tolerdncia das plantas ao Al

(JUSTINO et al., 2006; PIMENTA; ZHAO; SHEN, 2013).

2.3.6.2. Amonio livre

O Al influenciou significativamente (p<0,05) as concentragdes de amdnio da nas plantas
de paricd. Na raiz observa-se um aumento linear crescente da concentra¢do de amdnio conforme
o acréscimo de Al, onde as plantas tratadas com o metal apresentaram concentragcdes de amonio
superiores a da parte aérea. Na parte aérea ccorreu um decréscimo linear da concentra¢do de

amdnio com a adi¢do do metal (Figura 9B).
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Segundo Balestrasse et al. (2006), o Al interfere na atividade das enzimas responsaveis
pela assimilacdo do NH4", o que justificaria as altas concentragdes do amdnio nas raizes de
paricd. O mesmo autor relata que o Al pode causar uma modificagfo oxidativa na sintetase da
glutamina (GS) comprometendo a fungéo da enzima. O metal também compromete a atividade
da desidrogenase do glutamato (GDH), pois induz uma mudanga conformacional na enzima,
ocasionada por uma ligagdo com o Al (PECSVARADI et al., 2009). Além disso, o metal
fitotéxico exerce efeitos indiretos sobre a assimilagdo de NH4", causados pela variacio nos
niveis dos diversos metabdlitos que regulam as atividades enziméticas, como a absorcdo e

utilizagfo de nutrientes que atuam como co-fator, como por exemplo o Mg*" (PIMENTA et al.,

1989).
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Figura 9- Concentragdo de aménio (NHy"), nitrato (NOs) em mudas de Schizolobium amazonicum, sob
concentragdes de Al (mg L).

As plantas sob 20 e 40 mg L' de Al apresentaram clorose intensa das folhas mais velhas
e diminui¢3o da matéria seca da parte aérea. Esses sintomas podem estar relacionados as altas
concentragdes de amdnio nas raizes, que pode ter ocasionado toxidez nas plantas (Figura 10).
O amdnio € liberado por tecidos vegetais durante o processo natural de senescéncia e devido o
estresse oxidativo causado pelo Al nas raizes das plantas culmina num aumento do nivel de

NH4" provocando a senescéncia precoce (LOULAKAKIS; ROUBELAKIS-ANGELAKIS;
KANELLIS, 1994).
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Figura 10- Sintomas de toxidez de Al em mudas de Schizolobium amazonicum. (A) 20 mg L' de Al; (B12) 40
mg L de AL

2.3.6.3 Amino4acido

A concentragdo de aminoécidos soliveis totais apresentou diferenca significativa (p <
0,05), tanto na parte aérea quanto na raiz, a concentragdo de aminoédcido apresenta um
comportamento linear decrescente a partir da concentraggo de 10 mg L' de Al (Figura 11A). A
diminuicdo da sintese de proteinas pode ter sido prejudicada devido a interferéncia do Al no
metabolismo do nitrogénio. O N é o elemento principal na sintese de aminodcidos, pois o
produtos final do processo de assimilagio do elemento sdo os aminoacidos (AMARAL;
CORDEIRO; RENA, 2000; VERBRUGGEN; HERMANS, 2008).

2.3.6.4 Proteinas soltveis totais

A concentragdo de proteinas solaveis totais na parte aérea e na raiz apresentaram
diferencga significativa (p< 0,05), pelo Teste F, na presenga do Al. O modelo polinomial de
segundo grau foi o que melhor se ajustou para a relago entre a concentragéo de proteinas em
funcio do Al, onde nota-se uma tendéncia decrescente na sintese proteica na parte aérea até a
concentracdo de 20 mg L™ de Al (Figura 11B).

O Al interfere na disponibilidade de P, que compde a molécula de ATP e ADP, o que
pode ter prejudicado o de fornecimento energia para a sintese de proteinas (AMARAL;
CORDEIRO; RENA, 2000; VERBRUGGEN; HERMANS, 2008). A baixa concentracdo de
alguns nutrientes, como o K e Mg, que participam da sintese protéica atuando diretamente no
processo de incorporagio dos aminoécidos em peptideos pode ter contribuido para a diminuig&o
da a concentragio de proteinas. O Al também pode interagir com os polifosfatos de DNA, o

que poderia interferir na replicagéo do DNA, prejudicando a sintese proteica, além de reduzir a



replicagdo  do : DNA devido aumentar a rigidez da dupla hélice (MOSSOR-
PIETRASZEWSKA, 2001; KOCHIAN, 2003; BASSO et al., 2003; SADE et al., 2016).

2.3.6.5 Carboidratos

A concentragdo de carboidratos apresentou diferenga significativa (p< 0,05), pelo teste
F, apenas na raiz, onde o modelo de regressdo que melhor se ajustou a relacéo carboidratos em
funcdo do Al foi o linear com uma tendéncia decrescente da concentragdo de carboidratos a
partir da concentragio de 5 mg L' de Al. Na parte aérea ndo houve diferenca na concentracio
de carboidratos (Figura 11C).

O baixo teor e disponibilidade de nutrientes pode prejudicar a taxa fotossintética
responsavel pela produgd@o de carboidratos, principal substrato para a respiracdo das plantas. A
baixa na disponibilidade de P pode ter interferido na atividade das enzimas de fosforilagio
prejudicando a produg@o de‘energia em forma de ATP. Os ions como Fe e Mg participam
diretamente do processo de fotossintese, o Fe como cofator, doador de elétrons, e 0 Mg ativa a
enzima ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (rubisco) responsével pela fixacdo do
CO», além de fazer parte da estrutura da molécula de clorofila (EPSTéIN; BLOOM, 2006;
KLUGE; TEZOTTO-ULIANA; DA SILVA, 2015). Esses fatores podem ser relacionados a
diminuig@o da concentracéo de carboidratos totais soltiveis nas plantas, além disso a diminuigéo
pode estar relacionada a degradagéio das reservas de amido, pois em raizes expostas ac Al

ocorre um maior consumo de energia (GREVENSTUK et al., 2015).
2.3.6.6 Amido e Sacarose

O Al influenciou de forma significativa (p< 0,05) as concentracdes de amido e sacarose
nas plantas de paricd. O modelo de regressdo polinomial de segundo grau foi o que melhor se
ajustou a relacdo do amido e da sacarose com o Al. Observa-se uma tendéncia decrescente na
concentracdo de amido conforme o aumento do Al. Os resultados também mostram uma
tendéncia crescente na concentraciio de sacarose conforme o aumento do Al na solugfo nutritiva
(Figura 11DE).

Em resposta ao estresse causado pelo metal as plantas de parica utilizaram o amido para
tentar ajustar seus processos metabdlicos em curto prazo. O amido € a principal fonte de reserva
das plantas, mas no pode ser translocado precisando ser quebrado. Em plantas sob estresse, o

amido é degradado, e ocorre uma redugo em sua quantidade devido a atividade da amilase.
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Essa redugédo é acompanhada por um aumento da quantidade de aclcares soltveis redutores
(glicose), que sdo transportados para outras partes da planta (KINGSTON-SMITH; WALKER;
POLLOCK, 1999). O amido também pode ser quebrado e transformado em sacarose e
distribuido para outras partes da plantas para ser utilizado em diversos processos metabdlicos
(TAIZ; ZEIGER, 2013). Kingston-Smith (1999) também relata que na maioria das plantas, a
sacarose € o principal agticar exportado dos locais de sintese para as regides de consumo onde
€ utilizada para o crescimento, pois a hidrélise da sacarose fornece agticares redutores. A partir
disso o paricéd pode ter aumentado a produgdo e acumulado parte da sacarose produzida como

uma segunda fonte de reserva da planta.
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Figura 11- Concentragéio de aminoacido totais soltiveis (AA), proteina (PRO), carboidratos totais (CARB), amido
(AMD) e sacarose (SACR) em mudas de Schizolobium amazonicum, sob concentragdes de Al (mg L™').



2.3.6.7 Prolina e Glicina betaina

A concernitragdo de prolina e glicina betaina apresentaram diferenca significativa
(p<0,05), sob concentragdes de Al na solugfio. O modelo de regresséio linear mostra uma
tendéncia decrescente da concentragio de prolina conforme o aumento do Al na solugio (F igura
12A). Para a concentragéo de giicina betaina o modelo polinomial quadrtico foi o que methor
se ajustou a relagdo com o Al apresentandc uma tendéncia crescente conforme a adigdo do
metal no meio de crescimento das plantas (Figura 12B).

Em resposta a estresses ambientais, incluindo o AI*", as plantas podem acumular os
aminodcidos prolina e/ou glicina betaina e sua concentragio é usada para identificar a tolerancia
ou resisténcia das plantas a esses fatores (CHEN; MURATA, 2008; SRINIVAS;
BALASUBRAMANIAN, 1995). Embora tenha sido sugerido que a prclina pode proteger as
plantas da toxidade de metais, por meio do ajuste osmético celular e estabilizaco de
macromoléculas = organelas (ASHRAF; FOOLAD, 2007; TALEBI et al., 2014), neste estudo
0 mecanismo nio estd envolvido na protecdio das plantas. Houve uma diminui¢do do
aminoacido com o aumento do Al na solugfio nutritiva, indicando que o elemento afeta uma

possivel estratégia das plantas de utilizar a prolina como um agente de atenuacfio de tensdes

induzidas pelo meatal.
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Figura 12- Concentragdo de prolina (PROL) e glicina betaina (GL) na parte aérea e raizes das mudas de
Schizolobium amazonicum, sob concentracdes de Al (mg L™).

O aumento na concentragdo de glicina betaina nas plantas tratadas com Al pode ser uma
possivel estratégia para amenizar o efeito fito:dxico do metal na planta. G aumento na produgio
de glicina melhora a tolerdncia das plantas a vérios estresses abiéticos, proporcionando uma
abordagem vidvei para melhorar a producfo de rendimento estavel em condiges desfavoraveis

(ASHRAF; FOOLAD, 2007): Ela atua na prote¢@io da maquinaria fotossintética, reduz os niveis
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de espécies reativas de oxigénio (ROS), ajuste osmético, manuten¢do do pH celular, além da
prote¢do da membrana plasmatica (CHEN; MURATA, 2008; WANI et al., 2013).

Apesar do aumento da concentragio de glicina betaina, da produgdo de matéria seca na
raiz, baixa translocacgo de Al para a parte acrea e da absorc@o de alguns nutrientes nio terem
sido muito prejudicados pela agdo do Al na solugio nutritiva, as plantas apresentaram distdrbios
metab6licos principalmente nas concentragBes acima de 10 mg L' de Al. A concentracdo e o
tempo de exposicdo ao Al, entre outros possivéis fatores experimentais -(})H, concentracio de
Al), influenciam fortemente as respostas das plantas e, portanto, devem ser rigorosamente
controlados e relatados na descrigdo experimental (JUSTINO et al., 2066; GIANNAKOULA
et al., 2008). Assim, a disponibilidade didria do elemento, as condi¢des controladas de pH,
podem ter acentuado o efeito fitotéxico do elemento influenciando nas estratégias de

sobrevivéncia das plantas.

2.5 Conclusio

Sob estresse de Al, as plantas priorizaram o desenvolvimento do sistema radicular e
tenderam a aumentar o actimulo de macronutrientes na raiz, conforme o aumento da
concentragdo do Al na solugdo nutritiva. A toxidez do Al provoca distirbios metabélicos como
a diminuigdo da produgdo de aminoacidos, proteinas e carboidratos. H4 estimulo da produc@o
de glicina betaina como estratégia para amenizar os efeitos fitotéxicos do metal, porém ndo
sendo totalmente eficaz. Na sua fase inicial de crescimento, o parica nfo apresenta tolerancia a
pres'en(;a de Al no meio de cultivo, apresentando sintomas de déficit nutricional partir de 5 mg

L'de AL
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3- ALUMINIO EM RAIZES DE Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke

RESUMO

O paricd (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke) é uma espécie madeireira que vem
ganhando grande destaque devido sua alta produtividade em curto periodo de tempo. Seu
crescimento pode ser influénciado por fatores abidticos como a saturagdo por Al no solo, que
em pH acido € toxico para as plantas e prejudica especialmente o sistema radicular das plantas.
O objetivo do estudo foi analisar a presenga de aluminio (AI**) em raizes de paricé cultivado
com concentrages de solugdo nutritiva, por microanalises espectroscépicas de raios-X por
dispersdo de energia em Microscépio Eletrdnico de Varredura. Foram utilizados trés
tratamentos com 0, 20 e 40 mg L' de Al, aplicados na forma de cloreto de aluminio (AICI5).
Os resultados mostram que a absor¢io do aluminio teve um aumento diretamente proporcional
a adic@o do elemento a solugdc nutritiva. O aluminio tendeu a se acumular na epiderme das

raizes (43% do total), diminuindo conforme a proximidade com o cilindro vascular.

Palavras chave: Aluminio; Tecido radicular; Parica.

ABSTRACT

The parica (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke) is a timber species which has been
highlighted due high productivity in short time. The growth can be influenced by abiotic factors
such as Al saturation in the soil that at acidic pH is toxic to plants and particularly damaging
the root system. The aim of the study was to analyze the presence of aluminum (AI**) in parica
roots grown with different concentrations of nutrient solution by spectroscopic microanalysis
x-ray energy dispersive in Scanning Electron Microscope. The three treatments were: 0, 20 e
40 mg L',applied in the form of aluminum chloride (AICl5). The results show that the
absorption of aluminum had a directly proportional increase in the addition element in the
nutritive solution. The aluminum tended to accumulate in the epidermis of the roots (43% of

total), decreasing as the proximity to the vascular cylinder.

KEYWORDS: Aluminum; Root tissue, Parica
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3.1 Introducéo

O parica (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke), pertencente a familia
Leguminosae, € uma espécie madeireira de rdpido crescimento, baixa densidade e sua
produtividade pode alcancar de 25 a 30m*ha/ano (MARQUES et al., 2006). Sua madeira ¢
utilizada na produg@o de ldminas médias, miolo de compensados, caixotaria leve, portas e vem
se mostrando promissor na producdo de pasta para celulose (SIVIERO, 2006; CARVALHO,
2007). ’

O aluminio é o terceiro elemento mais abundante na litosfera, fazendo parte de 8% da
composi¢io da crosta terrestre, estando presente em diferentes formas no solo. Quando
hidrolisado, adquiri a forma trivalente de AIP*, predominante em condigdes 4cidas (pH <5,5),
tornando-se potencialmente toxico para as plantas (ROSSIELLO; NETTO, 2006). A maior
parte dos solos da Amazonia é 4cida, com valores de pH que permitem a ocorréncia do fon Al
(HARIDASAN, 2008).

A primeira resposta a fitotoxidez de aluminio ocorre na raiz (MALAVOLTA, 2006),
que num primeiro momento inibe a expansdo e alongamento das c€lulas radiculares e,
posteriormente, a divisdo celular (KOCHIAN, 1995; MATSUMOTO, 2000). Segundo esses
autores, em funcfio da fitotoxidade do metal, as injarias podem ocorrer também na membrana
plasmatica, prejudicando a absor¢do e transporte de agua e de nutrientes, ¢ que observar os
tecidos nos quais o aluminio se acumula fornece informagdes Uteis para a compreenséo dos
efeitos téxicos do elemento.

Em algumas espécies o aluminio pode se acumular na epiderme e causar necrose,
prejudicando o desenvolvimento das raizes; no cértex, pode afetar a membrana plasmatica e
prejudicar o transporte de nutrientes e, no cilindro central, pode ser transportado para a parte
aérea e prejudicar as fungdes metabdlicas das plantas (KOPITTKE et al., 2016). Lemos Filho
et al. (1997), estudando os efeitos do aluminio no desenvolvimento das raizes de Leucaena
leucocephala, leguminosa arborea, mostram que o aluminio se acumula nés células da epiderme
e no meristema apical das raizes.

Diante do exposto, o objetivo do estudo foi analisar a presenga de aluminio em raizes
de parica, cultivados em solugdo nutritiva, por microandlises espectrométricas de raios-X por

dispersio de energia em Microscopio Eletronico de Varredura.
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3.2 Material e Miétodos
3.2.1 Obtencdo do material vegetal e condicCes de crescimento

As plantas foram cultivadas na cass de vegetacdo da Area de Ciéncia do Solo, do
Instituto de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal Rural da Amazoénia (Belém- PA),
durante o periodo de agosto a outubro de 2015.

Para o estudo foram utilizadas sementes de paricé coletadas no municipio de Santarém
— PA, que passaram por quebra de dorméncia, com escarificagdo manual seguida da emersao
em agua em temperatura ambiente durante i2 horas. As sementes foram semeadas em areia
lavada e autoclavada, sendo irrigadas com agua destilada. Apds 15 dias da emergéncia foram
selecionadas plantulas com aspecto ¢ tamanho similar, transferidas para vasos plésticos com
capacidade de 3 L preenchidos com silica e solugdo nutritiva de Hoagland € Arnon (1950),
diluida a 1/2 de forga i6nica para a adaptacéo. Passados 30 dias em so'uc@o nutritiva, foram

aplicados os tratamentos com aluminio.

3.2.2 Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento experimental foi en blocos ao acaso, com cinco blocos, onde cada
bloco continha uma planta de cada tratamento totalizando cinco repeticdes, sendo cada planta
uma unidade experimental. Para a determinar o acimulo e localizagdo do aluminio nas raizes
foram utilizadas trés concentragdes de aluminio: 0,20 e 40 mg L™, aplicado na forma de cloreto
de aluminio (AICIs). O pH da soluc#io nutritiva na presenca de aluminio foi mantido em 4,8 =
0,2 e a controle em 5,5 = 0,2, sendo ajustado a cada dois dias com HC] 0,1 mol L' e NaOH

1M.
3.2.3 Anélises de espectrometria por energia dispersiva (EDS)

A determina¢@o do aluminio nas raizes foi realizada no Laboratdrio de Microandlises
do Instituto de Geociéncias (IG) da UFPA etravés de andlises de espectrometria por energia
dispersiva EDS TXRF modelo Sedona -SD acoplado ao microscépio eletronico de varredura
MEV Zeiss modelo SIGMA-VP pertencente ao Instituto Tecnoldgico Vale (ITV), cedido em

contrato de comodato para a UFPA (Figura 1). As condigdes de operagido foram: corrente do



feixe de elétrons = 80 pA, voltagem de ac‘eleragﬁo constante = 20 kV, distincia de trabalho =
8,5 mm, tempo de contagem para anélise dos elementos = 30 s.

O sistema possibilita a observag@o do espectro de raios X através de uma andlise
qualitativa dos principais constituintes do material que estd sendo observado (SANTOS;
ZAMPIERON; ZAMPIERON, 2013).

Figura 1- Microscépio eletronico de varredura (MEV). Fonte: Alexandre Moraes.

Apb6s 45 dias expostas ao aluminio foram coletadas as amostras, sendo selecionadas as -
raizes primarias das plantas. As amostras foram preparadas no laboratério de Boténica da
Empresa Brasileira de Pesquisa na Amazénia (EMBRAPA). O material foi lavado com dgua
destilada e, em seguida desidratado em série etanolica crescente de 10 até 100%, sendo
armazenado em é&lcool 100% (OLIVEIRA, 2015). As amostras foram seccionadas
transversalmente e processadas em ponto critico de COz, montadas em suportes metalicos

(stubs) através de fita de carbono dupla face e metalizadas com camada de ouro (Figura 2).

Figura 2- Amostras de Schizolobium amazonicum e suportes para as amostras (stubs).
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Foram analisadas cinco amostras de cada tratamento ¢ obtidos os dados de 30 pontos

de cada amostra, divididos entre epiderme, cortex e cilindro central, para a determinagfo do

aluminio (Figura 3).

: Zone Mag = BN

Figura 3- Corte transversal de raizes de Schizolobium amazonicum ¢ pontos marcados para a leitura em EDS
(Energy Dispersive X-ray Detector). (A) 0 mg L de Al; (B) 20 mg L de Al; 40 mg L de AL
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313 Resultados e Discués:’io

Na auséncia de aluminio as raizes apresentaram-se visualmente longas e finas e de
coloracdo mais escura, enquanto que na presenca do metal apresentaram um ligeiro
engrossamento, coloracdo castanho claro, aspecto quebradigo, porém, nZo foi observado
redug@io do crescimento (Figura 4). Segundo Grabski e Schindler (1995), pode ocorrer o
enrijecimento da rede de filamentos de actina, provocado pelo metal, e também pode interferir

na divisdo celular, contribuindo para a ocorréncia do engrossamento observado no material

objeto desse estudo.

e - e e e ey S SR S R L | B i e o 2\

Figura 4- Raizes de Schizolobium amazonicum. (A) 0 mg L de Al; (B) 20 mg L de Al; (C) 40 mg L de Al

Devido & fragilidade do material vegetal ao processo de preparo das amostras néo foi
possivel identificar estruturas como floema, xilema, parénquima, entre outras, através de
imagens no microscoépio eletronico de varredura (MEV). As amostras do tratamento controle
apresentaram-se mais resistentes ao corte do que as expostas ao aluminio durante o preparo das
amostras.

De acordo com as microanalises espectrométricas de raios-X por dispersdo de energia
(EDS) pbde-se observar que as plantas de parica absorveram o aluminio presente na soluc&o
nutritiva e sua presenca nos tecidos foi aumentando conforme o aumento da concentragio do
elemento (Figura 5). A presenca crescente de Al é devido as raizes serem o primeiro local
afetado pelo elemento, por estar em contato direto com o solo (RENGEL; 1992), e neste estudo

na solucdo nutritiva.
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Figura 5- Espectro da analise em EDS e o nivel de energia das camadas de aluminio na raiz de Schizolobium
amazonicum. (A) 0 mg L' de AP*; (B) 20 mg L' de AP*; 40 mg L' de AP*. (1) Epiderme; (2) Cértex; (3) Cxlmdro
Central.

Os resultados mostraram que o aluminio tende a se acumular nos tec:dos da epiderme,
e a diminuir no sentldo do cértex ao cilindro central (Tabela 1). Na epldenne o elemento

representou 43% do total de aluminio detectado nas raizes.

Tabela 1- Valores percentuais médios de aluminio na epiderme (epd), cortex (ctx) e cilindro central (cc) das raizes
de Schizolobium amazonicum em EDS.

Tratamentos Al epd Al ctx Al cc
0 mg L' de AP+ 0,001 0,005 - 0,00
20 mg L' de AP* 0,575 0,393 0,298
40 mg L' de APP* 0,846 0,689 . 0,408

A maioria do aluminio na epiderme das raizes analisadas ficou acumulado na epiderme
radicular, diminuindo conforme a proximidade com o cilindro vascular, o que implica que pode

ter havido interacio com fosforo que pode formar um complexo P-Al e ter ficado precipitado
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na epiderme (MATTIELLO et al. 2008). A interacfo entre esses dois elementos ocorre no solo
e continuam na superficie e no interior das células das raizes, resultando na formacdo de
complexos e compostos pouco soliveis como o Aly(POy4)s na parede celular, reduzindo a
absorcdo e translocacdo do aluminio (ZHENG et al., 2005).

O aluminio pode também ter sido precipitado através da acfo de acidos orgénicos que
formam complexos estaveis (quelac@o), impedindo sua absor¢éo, evitando a interagdo com
componentes celulares ou até a penetracdo via simplasto (citosol) nos tecidos radiculares
(MIGUEL et al., 2010; BRACCINI et al, 2000). Dentro da célula o mera! pode causar lesdes
nas estruturas celulares como o ntcleo ou ser armazenado no vactolo, uma forma de
desintoxicag¢fo interna (ZHU et al., 2013).

A toxidade do aluminio também pode ser resultado de interagdes complexas das vias
apoplasto (paredz celular e membrana plasmatica) (KOCHIAN; PINEROS; HOEKENGA,
2005). O transporte do elemento até as células corticais pode passar pela parede celular cortical
via apoplasto e entrar no esteio via plasmalema até a endoderme. A endoderme representa uma
barreira para o transporte do aluminio via apoplasma, visto que as estrias de Caspary,
hidrofobas, nfio permitem a passagem de fons. Este fato pode ter diminuido a ascenséo do
aluminio para o cilindro central evitando seu transporte para a parte aérea (RENGEL 1992).

Maior parte dos estudos observa que a maior associagdo do Al com a raiz ocorre via
apoplasto, devido a afinidade com os pectatos, uma pequena fragéo do Al rapidamente entra e
interage no simplasto (SCHMOHL; HORST, 2000). Romero et al. (1993) mostraram que a
transloca¢do de aluminio através de células corticais das raizes de eucalipto (Eucalyptus
globulus Labill), essencialmente, pela via apopléstica. Contudo, ndo se pode excluir que o
maior contetido de aluminio apoplastico reforca o fluxo para dentro do simplasto.

A parede celular € o principal sitio de acimulo de aluminio devido a forte ligacdo dos
constituintes da pectina. O aluminio pode deslocar o Ca do apoplasto por competicdo ou por
reduzir a diferen¢a de potencial negativo na superficie da membrana. A membrana plasmatica
¢ estabilizada por fons Ca que se ligam a proteinas e residuos de pectina carregados
negativamente na parede celular. Essas cargas negativas tornam as pectinas um grande local de
ligacdo do Al (RENGEL, 1992; VAZQUEZ et al., 1999; HORST et al., 1999).

A ligagdo do aluminio na matriz da pectina e de outros constituintes da parede celular
pode alterar as caracteristicas da parede celular e fun¢Bes, como a extensibilidade, conduzindo
assim a inibicfo do crescimento radicular, porosidade das paredes celulares o que pode limitar
a transferéncia e a mobilidade de moléculas grandes tais como proteinas (SCHMOHL; HORST,

2000).
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A distribuicdo celular de aluminio entre apoplasma e simplasma ainda é controvérsia,
diferindo de uma espécie para a outra e variando conforme o grau de tolerancia de cada espécie
(KOCHIAN et al., 2004; ROSSIELLO; NETTO, 2006). Para a melhor identificacdo do grau de
tolerdncia do parica € indicado o uso de outras técnicas em conjunto coin a espectrometria de

raios-X, para o melhor entendimento da dindmica do elemento.

3.5 Conclusio

Os resultados mostram que a espectrometria de raios-X possibilitou observar que o
aluminio estd mais presente na epiderme das raizes sendo observado a diminui¢do da sua
presenca no sentido do cértex e do cilindro central. Para a melhor compreenséo dos mecanismos
utilizados pelas plantas para reter o aluminio, indica-se a utilizag@o de outros métodos como a

histoquimica das estruturas celulares e outras técnicas de microscopia e fitoquimica.
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APENDICES

APENCICE A- Tabela do resumo da anélise de varidncia para altura da planta (AP) em mm, matéria seca da parte
aérea (MSPA), da raiz (MSR) e total (MST) em gramas de mudas de Schizolobium amazonicum sob diferentes
concentracdes de Al (mg L').

Quadrados médios -

FV Gl AP MSPA MSR MST
Tratamentos 4 79.81% 0,78% 0,99% 1,3%
Blocos 4 3,73ns 0,004ns 0,04ns 0,05ns
Residuo 16 6,01 0,02 0,01 0,01
Média geral : 73,02 2,14 1,43 3,55
CV (%) = 3,36 7,08 7,37 10,02

* significativo (p<0,05); ™ —nao significativo (p>0,05) pelo teste F.
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