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RESUMO

VASCONCELOS FILHO, Sebastido Carvalho. Toxidez do aluminio em caju-de-arvore-do-
cerrado (Anacardium othonianum Rizz.). 2014. 66f. Tese (Doutorado em Fitotecnia).
Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

A avaliacdo da toxidez causada pelo aluminio em plantas das regi6es brasileiras do cerrado é
de grande importancia para o desenvolvimento da agricultura. Isso porque nessas areas
predominam os latossolos, que sdo acidos, com baixa capacidade de troca catidnica, alta
saturacdo por aluminio trocavel e teores muito baixos de fosforo disponivel as plantas. Pouca
atencdo tem sido dada as comunidades de plantas nativas do cerrado que toleram condicGes de
solo &cido. A espécie Anacardium othonianum Rizz., é uma planta frutifera e conhecida
popularmente como caju-de-arvore-do-cerrado, com vérias aplicagbes alimenticias,
nutricionais e medicinais, mas pouco estudada. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar
o efeito do aluminio no crescimento radicular, acimulo de nutrientes e na estrutura anatdmica
das raizes de plantulas de A. othonianum Rizz. Para isso, plantulas recém germinadas foram
cultivadas em solucdo nutritiva simples, composta de 0,1 mM de CaCl2.2H-0, ou solucgéo
nutritiva completa com baixa for¢a ibnica, ambas com cinco concentrac¢6es de aluminio (0, 150,
300, 600 e 1200 uM). Posteriormente, as plantulas foram avaliadas quanto ao crescimento
radicular, elongacdo radicular, massa seca, além de estudos anatdmicos utilizando técnicas de
microscopia de campo claro e fluorescéncia. Também foram avaliadas a porcentagem de
emergéncia e indice de velocidade de emergéncia das plantulas utilizando areia lavada
umedecida com solucdo de aluminio em diferentes concentragdes. Os resultados demonstraram
gue o aluminio provocou reducdo nas taxas de crescimento radicular e elongacdo radicular
relativa, sendo constatado fitotoxidez a partir de 150 uM de Al na solu¢do. Também foi
observado reducdo no indice de velocidade de emergéncia, porcentagem de emergéncia das
plantulas e alteracbes anatbmicas nos 4apices radiculares, em especial nas regides
meristematicas, sendo demonstrado estimulo a vacuolizacdo dessas células e interiorizacdo do
aluminio em diferentes tecidos. O aluminio diminuiu a absor¢do da maioria dos nutrientes nas
plantulas, tendo a seguinte ordem de reducéo nas raizes: P>Ca>Mg>N para 0s macronutrientes
e Fe>Cu para os micronutrientes; nas folhas a reducdo seguiu a ordem: Ca>Mg>P. Por outro
lado, as maiores concentracdes de aluminio aumentaram os teores de N e K nas folhas e Mn
nas raizes. Os teores de K nas raizes, e Fe, Cu e Mn nas folhas, ndo foram afetados pelas
concentracdes de aluminio. Os resultados demonstraram que a espécie tolera altas
concentracOes de aluminio, porém a queda nas taxas de crescimento radicular e nos teores de
nutrientes podem prejudicar a producdo de castanha e pseudofruto em solos acidos com altas
concentragdes desse elemento, uma vez que a reducdo no crescimento radicular faz com que a
planta explore menos volume de solo, 0 que consequentemente afeta a absorcdo de agua e
nutrientes.

Palavras-chave: crescimento, fitotoxidez, caju do cerrado.



ABSTRACT

VASCONCELOS FILHO, Sebastido Carvalho. Aluminum toxicity in the tree cashew of
the cerrado (Anacardium othonianum Rizz.). 2014. 66p. Thesis (Doctor in Crop Science).
Institute of Agronomy, Crop Science Department, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

The evaluation of the toxicity caused by aluminum plants in the Brazilian cerrado regions has
great importance for the development of agriculture, because these areas are dominated by
oxisols, which are acid soils with low cation exchange capacity, high exchangeable aluminum
saturation and very low phosphorus available to plants. Little attention has been given to
communities of native cerrado plants that tolerate acid soil conditions, such as the species
Anacardium othonianum Rizz., fruit plant and popularly known as the tree cashew of the
cerrado, with many food, nutritional and medicinal applications. Thus, the aim of this study
was to evaluate the effects of aluminum on root growth, nutrient accumulation and root
structure of seedlings of A. othonianum Rizz. The germinated seedlings were growth in a
nutrient solution only composed of 0,1 mM CaCl,.2H-0, and also in a complete low ionic
strength solution, both with concentrations of aluminum (0, 150, 300, 600 and 1200 puM)
nutrient solution. Subsequently, the seedlings were evaluated for root growth, root elongation,
dry mass and anatomical studies using techniques of light and fluorescence microscopy field.
Emergence percentage and speed index emergence seedlings using washed sand moistened with
a solution of aluminum in different concentrations were also assessed. The results showed that
aluminum caused a reduction in the rate of root growth and root elongation relative
phytotoxicity being observed from 150 uM Al in solution. Reduction in the rate of emergence
rate, percentage of seedlings emergence and anatomical changes in root tips, particularly in
meristematic regions was also observed being demonstrated stimulation of these cells with
vacuolization and internalization of aluminum in different tissues. Aluminum decreased
absorption of most nutrients in the seedlings, with the following order of reduction in roots: P>
Ca> Mg> N for macronutrients and Fe> Cu for micronutrients; reduction in leaves followed the
order: Ca> Mg> P. On the other hand, higher concentrations of aluminum increased N and K
content in leaves and Mn in roots. The K content in roots, and Fe, Cu and Mn in leaves were
not affected by concentrations of aluminum. The results showed that this species tolerates high
concentrations of aluminum, but the fall in rates of root growth and nutrient content can reduced
the production of nut and pseudofruit in acid soils with high concentrations of this element,
since the reduction in root growth makes plant operates less volume of soil, which in turn affects
water and nutrient absorption.

Keywords: growth, phytotoxicity, cashew cerrado.
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1. INTRODUCAO

A avaliacdo da toxidez causada por aluminio em plantas das regies brasileiras do
cerrado é de grande importancia para o desenvolvimento agricultura. Isso porque as areas do
cerrado ocupam quase um quarto do territorio nacional, concentrando-se nos estados de Minas
Gerais, Goias, Tocantins, Bahia, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Piaui e
o Distrito Federal, sendo que nessas areas predominam-se o0s solos Latossolos, que sdo
caracteristicamente acidos, com baixa capacidade de troca catibnica, alta saturacdo por
aluminio trocavel e teores muito baixos de fosforo disponivel as plantas (FERREIRA,
MOREIRA & RASSINI, 2006).

De foram geral, a acidez do solo aliada os altos niveis de aluminio e a deficiéncia de
calcio, magnésio e fosforo sdo frequentemente considerados os principais fatores limitantes do
crescimento das plantas. A toxidez é causada quando os valores de pH sdo iguais ou inferiores
a 5.0, onde a forma trivalente Al*3, que é considerada a mais tdxica, torna-se soltvel podendo
causar nas plantas inibicdo do crescimento e alteracfes negativas no metabolismo (SILVA,
2012).

Em genotipos mais sensiveis o aluminio inibe principalmente o desenvolvimento do
sistema radicular (ROSSIELLO & JACOB NETO, 2006), com reducéo da elongagéo radicular
(MOTODA et al., 2010) e dependendo do grau de toxidez, podera ocorrer a morte das células
da zona meristematica e tecidos corticais (SIMONOVICOVA et al., 2004). Em niveis
intermediarios podem ocorrer manchas de cor marron-castanho pouco atras da regido
meristematica, assim como na epiderme das regiGes novas ou das mais velhas. Essas manchas
sdo indicativas do aparecimento de substancias polifendlicas (NAGY et al., 2004). Esse fato
esta relacionado a forte afinidade que o aluminio tem por compostos doadores de oxigénio, que
podem ser desde moléculas estruturalmente simples, até bastante complexas, como as
antocianinas e flavondides (TOLRA et al., 2005).

Como o maior efeito do aluminio estd na reducdo do sistema radicular,
consequentemente esse elemento também afetara a absorcéo de nutrientes. Olivares et al. (2009)
registrou desequilibrios nutricionais causados pelo Al em onze familias de pteridofitos,
principalmente de Ca, Mg, P e K. Nas espécies cultivadas, os exemplos sdo muitos. No milho
0 Al teve efeito negativo principalmente sobre a absorcao de Ca e Mg, entre 0s macronutrientes;
e Mn e Zn foram os micronutrientes mais afetados (MARIANO & KELTJENS, 2005). No trigo,
tanto gendtipos sensiveis e tolerantes apresentaram uma reducao nas concentracdes de K e Mg
das raizes, sendo os desequilibrios nutricionais mais acentuados nas cultivares sensiveis
(SILVA et al., 2010). Em uma cultivar sensivel de abacaxi, o Al inibiu significativamente a
absorcédo de Ca, Mg, K, Fe, Mn e Cu (LIN, 2010).

Uma das principais metodologias empregadas no estudo dos efeitos do Al no
crescimento e metabolismo das plantas € a utilizacdo de meios de cultivo que utilizam diferentes
concentracdes de Al em sistema hidroponico, possibilitando controlar o pH, as concentragdes
do Al e os demais ions presentes na solucdo que sao relevantes para a expressao das reagdes de
sensibilidade ou tolerancia (ROSSIELLO & JACOB NETO, 2006).

O estudo de plantas que sdo tolerantes as varias concentracdes de aluminio tem sido
considerado a melhor alternativa no aumento da producéo em solos &cidos com concentracoes
altas desse cation. (SANCCHEZ-CHACON et al., 2002; ECHART; CAVALLI-MOLINA,
2001). Sendo indispensaveis compreender as diferentes estratégias de tolerancia ao aluminio
para que possam ser empregadas em programas de melhoramento genético, que possuem como
objetivo selecionar plantas mais produtivas e que apresentam maior adaptabilidade em
condigdes de estresse. Podendo, dessa forma, amenizar os problemas de produtividade em solos
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acidos ocasionado pelos altos niveis de Al (FREITAS et al., 2006). Sendo assim, o estudo de
plantas nativas do cerrado, que se estabeleceram em solos &cidos com presenca de Al, torna-se
indispensavel.

A toxicidade de aluminio é um tépico de pesquisa importante, pois muitas plantas
cultivadas sdo suscetiveis em solos acidos e seu crescimento e producédo sdo prejudicados pelos
altos niveis de Al disponivel no solo (KOCHIAN et al., 2004). S&o conhecidos, por exemplo,
varios sintomas relacionamos ao efeitos desse elemento em espécies sensiveis, tais como a
inibicdo do alongamento radicular bem como efeitos a nivel estrutural e ultraestrutural, como
por exemplo a inibicdo da replicacéo celular (GREVENSTUK & ROMANO, 2013).

No cerrado, a toxidez de Al como determinante de ocorréncia de fisionomia de cerrado
foi relatada por varios autores (HARIDASAN, 2000; ROSSI et al., 2005; RUGGIERO et al.,
2006). No entanto, pouca atengédo tem sido dada a essas comunidades de plantas nativas que
toleram condicGes de solo acido sobre grandes areas em diferentes biomas (HARIDASAN,
2008; HARTWIG et al., 2007), como o cerrado, sendo poucos os trabalhos que avaliaram o
efeito do aluminio sobre crescimento dessas plantas.

Dentre as espécies nativas do Cerrado brasileiro, 0 Anacardium othonianum Rizz. se
destaca devido & importancia econémica para a regido. E conhecido popularmente como caju-
de-arvore-do-cerrado, cajuzinho e cajui, distingue-se das demais espécies de caju na regido
central do Brasil pelo porte arbéreo (AGOSTINI-COSTA et al., 2003). A planta tolera bem os
periodos de seca e os solos pobres, com pH entre 4,5 - 6,5 (SILVA et al., 2001). Porém, as
plantas mais desenvolvidas (maior area basal) ocorrem com a diminui¢do da saturacdo do
aluminio no solo (NAVES, 1999). Dessa forma, a realizacdo de pesquisas sobre o efeito do
aluminio no crescimento e nutricdo de A. othonianum Rizz. podem contribuir com projetos que
visem estabelecer sistemas de cultivo e melhoramento dessa espécie.

O objetivo deste estudo foi avaliar o crescimento radicular, estrutura anatémica da raiz,
absorcdo de minerais, porcentagem de emergéncia e indice de velocidade de emergéncia em
caju-de-arvore-do-cerrado (A. othonianum Rizz.), uma espécie nativa do cerrado, submetidas a
diferentes concentracdes de aluminio.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Descricao da espécie

Anacardium othonianum Rizz. € conhecido popularmente como caju-de-arvore-do-
cerrado, cajuzinho e cajui, distingue-se das demais espécies de caju existentes na regido central
do Brasil pelo porte arbdreo. A altura das plantas e o diametro de sua copa variam de 3 a 4
metros (Figura 1). A planta tolera bem os periodos de seca e 0s solos pobres, com pH entre 4,5
- 6,5. As folhas séo elipticas, coriaceas, glabras, com base subcordata e peciolos medindo 4-8
mm. As flores estdo reunidas em paniculas amplas, as bracteas sao foliosas, pilosas e as pétalas
estreitas, alongadas e avermelhadas. As flores sdo hermafroditas e unissexuais (masculinas),
sendo que as masculinas aparecem no inicio da floragdo e as hermafroditas no final. As flores
sdo polinizadas por abelhas e vespas (SILVA et al., 2001).

Figura 1. Aspecto visual de uma planta adulta de Anacardium othonianum Rizz. Montes
Claros, GO. Foto: Fabiano Guimarées Silva.

A espécie é bastante produtiva, apresentando florescimento de setembro a outubro e
frutificacdo em novembro. A taxa de germinacdo é elevada, porém suas folhas sdo bastante
atacadas por fungos (FERREIRA, 1973).

Em geral, o género Anacardium é constituido por plantas que podem ser propagadas de
forma sexuada, ou assexuada, através da utilizacdo de partes vegetativas da planta, como
enxertia e estaquia. A espécie é predominantemente aldgama, sendo necessario o polen de outra
flor para que ocorra a fecundacdo. Apesar de ser possivel o cruzamento entre flores de uma
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mesmo individuo, o mais comum é a polinizacdo entre plantas vizinhas (BARROS &
CRISOSTOMO, 1995; SILVA et al., 2001, OLIVEIRA, 2008).

Apresenta uma distribuicdo restrita, com maior presenca no cerrado e menor no
cerraddo, ocorrendo principalmente em Neossolos Lit6licos, e ou em solos com concrecdes ou
cascalho. A densidade de individuos € maior com o aumento da acidez do solo, e plantas mais
desenvolvidas (maior area basal) com a diminuigdo da saturacdo em aluminio (NAVES, 1999).
Segundo Frota (1988), o cajueiro apresenta crescimento intermitente, cuja periodicidade pode
manifestar-se em diferentes niveis de intensidade nas diversas fases de desenvolvimento da
planta, como queda das folhas, floracao e frutificacdo. A queda de folhas ocorre durante todo o
ano, mas aumenta acentuadamente a partir de maio, logo ap6s as chuvas mais intensas, e atinge
0 pico entre junho e agosto.

Apresenta fruto do tipo aquénio cujo pedunculo se desenvolve em um pseudofruto em
forma de pera com coloracdo variando do amarelo ao vermelho (Figura 2). Os pseudofrutos
medem de 2 a 4 cm de comprimento por 2 a 3 cm de didametro, 5 a 12 g de massa fresca;
apresentando alto valor nutritivo, com elevado teor de vitamina C. E rico em fibras e compostos
fendlicos, em especial taninos, que conferem adstringéncia ao pedunculo (SILVA et al., 2001;
PAIVA et al., 2003; LIMA et al., 2004). Cada planta produz de 200 e 600 frutos que séo
colhidos entre os meses de setembro e outubro a partir do segundo ou terceiro ano de vida da
planta (MENDONCA et al., 1998).

Figura 2. Aspecto visual de um fruto de Anacardium othonianum Rizz. Montes Claros, GO.
Foto: Fabiano Guimaraes Silva.



2.2. Propriedades e aplicacfes da espécie

A espécie Anacardium othonianum Rizz. é aproveitada de varias formas: na medicina
popular, o cha da raiz é utilizado como purgativo e, quando macerada em vinho, € utilizado
para tratar diabetes e reumatismo. A casca € usada em gargarejo para inflamacdo da garganta,
também como tintorial em curtumes, devido a grande quantidade de tanino. As folhas e a casca
sdo empregadas como antidiarréico e expectorante, o 6leo das sementes é utilizado pelos indios
para eliminar manchas e verrugas e o pseudofruto € considerado como anti-sifilitico. Na
alimentacdo, o pseudofruto é consumido in natura ou na forma de sucos, doces, geleias e
sorvetes. Através da fermentacdo da polpa, é produzida uma espécie de vinho ou aguardente. A
améndoa torrada € comestivel e bastante saboreada (ALMEIDA et al., 1998).

O pseudofruto € rico em vitamina C, fibras e compostos fenolicos. Além do potencial
vitaminico, estes compostos conferem potencial antioxidante a polpa do caju. Esta propriedade
bioldgica estd associada a prevengdo de doencas crbnicas degenerativas, como problemas
cardiovasculares, cancer e diabetes (AGOSTINI-COSTA et al., 2003). Também foram
verificados no pseudofruto valor protéico de 1,18 g/100g; lipidios 0,63 g/100g; carboidratos
6,97 g/100g; fibra alimentar 4,26 g/100g; residuo mineral fixo 0,33 g/100g; valor energético
total de 38,27 kcal/100g e composicao mineral de 15 mg/100g de calcio, 0,65 mg/100g de zinco
e 0,26 mg/100g de ferro (SILVA et al., 2008).

2.3. Considerac0es gerais sobre toxidez do aluminio em plantas
2.3.1. Toxicidade do aluminio e seu efeito na morfologia das plantas

O aluminio é um dos elemento quimico mais abundante na crosta terrestre, porém é uma
pequena quantidade desse elemento que ocorre na forma sollvel e toxica para as plantas.
Quando o valor do pH do solo esta abaixo de 5, predomina o fon AI** que cede lugar aos ions
AI(OH)™, Al (OH)?" e Al (OH); & medida que aumenta o valor de pH (KISS, 1995; MOSSOR-
PIETRASZEWSKA, 2001). E a forma trivalente Al*3 considerada a mais toxica, capaz de
causar nas plantas inibicdo do crescimento radicular e alteracdes negativas no metabolismo,
prejudicando o desenvolvimento e a producéo do vegetal (SILVA, 2012).

Geralmente o efeito toxico do aluminio provoca severas mudancas da morfologia da
raiz, sendo observado inibicdo do alongamento radicular, resultando em raizes mais curtas com
0 apices mais grossos, com poucos ou nenhum pelo radicular (GUPTA et al., 2013). Observa-
se que em gendtipos mais sensiveis, a inibicdo do crescimento radicular pode acontecer entre
trinta minutos e duas horas apés o inicio da exposicdo ao Al (BARCELO &
POSCHENRIEDER, 2002).

Dependendo do grau de toxidez, podera ocorrer ainda a morte das células da zona
meristematica e tecidos corticais, com consequente paralizagdo do crescimento radicular
(SIMONOVICOVA et al., 2004) e consequentemente a absorcdo de nutrientes. Também é
comum, quando em niveis intermediarios, que o aluminio provoque manchas de cor marron-
castanho pouco atras da regido meristematica, assim como na epiderme das regiées novas ou
das mais velhas. Essas manchas séo indicativas do aparecimento de substancias polifendlicas
(NAGY et al., 2004). Esse fato esta relacionado a forte afinidade que o aluminio tem por
compostos doadores de oxigénio, desde moléculas estruturalmente simples, até bastante
complexas, como antocianinas e flavonoides (TOLRA et al., 2005).

Os efeitos mais comuns observados na parte aérea, envolvem o enrolamento das folhas
jovens, reducdo da abertura estomatica, diminuicdo da atividade fotossintética e folhas
amareladas com clorose e necrose, resultando em menor producéo de biomassa (WATANABE
& OSAKI, 2002).



2.3.2. A toxidez do aluminio a nivel celular

A maioria dos estudos indica que a maior parte do aluminio fica localizada no apoplasto,
porém esse fato ndo implica que os alvos do Al fiquem restritos as paredes celulares (L1 et al.,
2009). A membrana celular proporciona potenciais sitios de ligagdo para o Al tais como o0s
grupos carboxila e fosfato. A afinidade de Al pela fosfatidilcolina da superficie da membrana,
por exemplo, é 500 vezes maior do que a do Ca (AKESON et al., 1989). Dessa forma, a ligac&o
do Al na membrana plasmética pode explicar mudangas em suas propriedades, tais como a
fluidez, alteracdes na atividade de canais idnicos, alteracdo na homeostase do Ca (RENGEL &
ZHANG, 2003), inibicdo de H + -ATPase (AHN et al., 2001), e a peroxidacdo lipidica
(CORRALES et al., 2008).

O Ca 2* atua como um importante sinalizador envolvido em processos intracelulares e
de estresses ambientais, como o estresse idnico, por exemplo pelo Na e o préprio Al, nas plantas
(FOY et al.,, 1978). Diversos estudos demonstraram que um dos primeiros sintomas
bioquimicos da toxicidade do Al €é a alteracio da homeostase de Ca?* citosolico (BENNET &
BREEN, 1991; RENGEL & ELLIOT, 1992; JONES & KOCHIAN, 1995). Zhang e Rengel
(1999) verificaram que o Al é capaz de induzir um aumento nas concentracdes de Ca®*
intracelular em células sub-apicais radiculares de arroz. Por outro lado, Jones et al. (1998)
trabalhando com culturas de tabaco, observaram que o Al induziu diminuicdo do Ca®
intracelular. Essa contradicdo de resultados pode ser resultante das diferencas na fisiologia e
morfologia dos cultivares analisados, visto que os trabalhos utilizando arroz foram feitos com
cultura de células, enquanto que no trabalho utilizando tabaco foram feitos com células
presentes no tecido afetado.

Achary et al. (2008) avaliaram o efeito do aluminio em duas variedades de milho, sendo
uma sensivel e outra tolerante. Os autores constataram que o tratamento com aluminio afetou
o0 crescimento da raiz e homeostase do Ca?* citoplasmatico na variedade sensivel, mas néo
afetou a variedade tolerante.

O aumento dos niveis de Ca?" citosolico, resultante da presenca do Al, pode afetar
diretamente processos metabdlicos que dependem desse cation como, por exemplo, na
regulacdo da divisdo e alongamento celular. Além disso, o aumento do Ca?* citosdlico é
condicdo para sintese de calose, e 0 aumento das concentraces de calose na célula pode
acarretar o fechamento dos plasmodesmos. Dessa forma o aluminio afetaria a comunicacao
entre as celulas (SIVAGURU et al., 2000).

Na extremidade da raiz de uma variedade de arroz sensivel ao Al, Yang et al. (2008)
constataram altas concentragdes desse elemento e uma maior atividade da enzima metilesterase,
com maior proporcdo de pectina ndo esterificada quando comparada a variedade de arroz
resistente ao Al. As pectinas sdo importantes componentes da parede celular e é o principal da
lamela média, participando juntamente com a celulose e hemiceluloses da manutencéo da unido
intercelular (TAIZ & ZEIGER, 2013).

O Al induz enrijecimento da parede celular. A expansdo da parede requer tanto
afrouxamento da parede como sintese de novos componentes da matriz. A ligacdo do Al em
componentes recém formados da matriz durante o processo de alongamento podem diminuir as
propriedades mecanicas da parede dificultando o alongamento celular (BARCELO et al, 1996;
MA et al; 2004; JONES et al, 2006).

No simplasto, os principais alvos do Al s&o o ATP, GTP, acidos nucléicos, glutamato,
vesiculas de transporte endossomal e citoesqueleto (YANG et al., 2008). Pejchara et al. (2008)
observaram que em células de tabaco o AI** reduziu a formagio de &cido fosfatidico in vivo,
inibiu a atividade da fosfatidilinositol-4,5-bifosfato dependente de fosfolipase D in vitro e que
a producdo de &cido fosfatidico modificou a dinamica dos microtubulos. Frantzios et al. (2001)
também evidenciaram que os microtibulos das células da raiz de trigo sdo um dos alvos da
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toxicidade do Al, visto que as células mitoticas tratadas com Al apresentavam sérios disturbios
no alinhamento do cinetocoro, assim como problemas na formagdo da placa equatorial,
resultando em cromossomos dispersos pelo citoplasma.

Yamamoto et al. (2002) trabalhando com culturas de células de tabaco, constataram que
em comparacgdo com o tratamento controle (sem Al), que o acimulo de Al nas células de tabaco
causou instantaneamente a repressao de atividades mitocondriais, producéo de espécies reativas
de oxigénio, inibicdo da respiracao, decréscimo de ATP, e perda de capacidade de crescimento,
quase simultaneamente. Analisando o conjunto, os autores concluiram que o Al afeta também
funcBes mitocondriais, 0 que leva a producédo de espécies reativas de oxigénio, provavelmente
0 evento critico chave do Al na inibigdo do crescimento celular.

O aparecimento de numerosos e pequenos vactolos em grande parte do citoplasma das
células meristeméticas também foi observado em plantas submetidas ao estresse com aluminio
(IKEDA & TADANO, 1993; MARIENFIELD et al., 1995). O aumento no numero de vacuolos
nessas células estava diretamente relacionado com um aumento da atividade de transporte de
H+ dependente de ATP nessa organela (MATSUMOTO et al., 1996; KASAI et al., 1992).
Concluiu-se que o aumento da vacuolizacdo aliado ao aumento da atividade do transporte de
H* poderia catalisar o sequestro do Al citoplasmatico para o vactolo ou manter a homeostase
do pH pela restauracdo de H* pelo vactolo (MATSUMOTO, 1991; HAMILTON et al., 2001).
Além disso, foi visto que a atividade da H*-ATPase de membrana plasmatica é aumentada na
presenca do Al (FACANHA & OKOROKOVA-FACANHA, 2002).

Vaérios estudos demonstraram a capacidade do aluminio em provocar morte celular,
inibir a divisdo e elongacao celular, e absor¢do de nutrientes, porém os mecanismos especificos
de inibicdo do alongamento radicular ainda ndao foram bem esclarecidos (DELHAIZE &
RYAN, 1995; LLUGANY et al, 1995; RENGEL, 1996).

2.3.3. Efeitos do aluminio na absorcéo de nutrientes

Plantas afetadas pelo Al apresentam sintomas de deficiéncia de nutrientes, tais como P,
Ca, Mg e K, devido a interferéncia do Al nos processos de absorcédo, transporte e uso destes
nutrientes. Tais interferéncias ocorrem devido a alteracdes celulares que afetam a divisdo,
expansdo celular e propriedades da membrana plasmatica, afetando consequentemente a
absorcdo desses ions. Alguns desses efeitos sdo visualizados pelo menor crescimento e
engrossamento do sistema radicular (KOCHIAN, 1992). Além disso, a caréncia de elementos
essenciais provoca distarbios no metabolismo que podem ser evidenciados pelo menor teor de
proteinas, clorose nas folhas e outras anormalidades (BASSO, 2007).

Desequilibrios nutricionais, principalmente de Ca, Mg, P e K, provocados pelo
aluminio, foram relatados por Olivares et al. (2009) em onzes espécies de pteridofitas. No milho
o0 Al teve efeito negativo sobre a absorc¢do principalmente de Ca e Mg, entre 0s macronutrientes;
e Mn e Zn foram os micronutrientes mais afetados (MARIANO & KELTJENS, 2005). No trigo,
tanto gendtipos sensiveis e tolerantes apresentaram uma reducdo nas concentracdes de K e Mg
das raizes, sendo os desequilibrios nutricionais mais acentuados nas cultivares sensiveis
(SILVA et al., 2010). Em uma cultivar sensivel de abacaxi, o Al inibiu significativamente a
absorcdo de Ca, Mg, K, Fe, Mn e Cu (LIN, 2010).

Todas essas alteragdes acarretam em menor crescimento das raizes, o que é explicado
pelos problemas de alongamento e diviséo celular. Sendo assim, além de impedir o crescimento
do sistema radicular, quando aliados a periodos de veranico, reduzem de forma drastica a
produtividade dos vegetais em solos &cidos, o que inviabiliza o cultivo (FERNANDES, 2006;
HARTWIG et al., 2007).
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2.3.4. Mecanismos de tolerancia

Apesar do efeito toxico do aluminio, como exposto acima, muitas espécies Sao
tolerantes a esse composto, conseguindo estabelecer e sobreviver em manchas de solo com
grandes concentracdes desse metal, como exemplo o Pau Terra Liso (Qualea multiflora), Pau
Terra (Qualea grandiflora), Acoita cavalo (Vochysia thyrsoidea) e Colher de Vaqueiro
(Salvertia convallariaeodora). A grande distribuicdo dessas plantas em pequenas parcelas de
cerrado demonstra a capacidade das mesmas como tolerantes ao aluminio, um dos elementos
denominados metais tdxicos que em concentracdes excessivas resultam em fitotoxidez
(HARIDASAN, 2008).

Sdo consideradas plantas “tolerantes” aquelas que apresentam mecanismos de
desintoxicacdo ou sequestram o Al internamente (DELHAIZE et al., 2007). Esses mecanismos
de tolerancia ao AI** operando em diferentes espécies de plantas estdo divididos em dois grupos.
Um grupo é formado pelos mecanismos de exclusdo, onde estdo incluidos mecanismos de
exsudac&o nas raizes de ligantes organicos que complexam o AI®*, ligantes ao AI** contidos na
mucilagem secretada pelas raizes, efluxo do AI** acumulado e alteragdo no pH da rizosfera. O
outro grupo € formado pelos mecanismos de desintoxicacdo interna, onde esta incluida a fixacédo
do A" na parede celular, a complexagdo no simplasto via ligantes organicos e o sequestro no
vacuolo (KOCHIAN et al., 2004).

De acordo com Dodge e Hiatt (1992), algumas espécies tem a capacidade de elevar o
pH ao redor do apice radicular mediante influxo de ions H* pelo préprio apice radicular, dessa
forma, com a elevacdo do pH ao redor da raiz o efeito toxico do Al seria reduzido (DODGE &
HIATT, 1992), porém Jacob Neto (1993) ndo encontrou este efeito. Degenhardt et al. (1998)
demonstraram esse mecanismo avaliando mutantes de Arabidopsis selvagem. Porém, seus
resultados sdo questionados e ainda ndo foram feitas demonstracdes diretas desse mecanismo
de toleréncia (ECHART; CAVALLI-MOLINA, 2001).

Primeiramente detectado em gendtipos de trigo tolerante ao aluminio, a liberacdo de
ligantes organicos € um mecanismo que se baseia na capacidade das plantas tolerantes
exsudarem maior quantidade de &cidos organicos quando em condicGes de estresse com
aluminio. Dessa forma os acidos organicos liberados a partir do &pice radicular se ligam ao AI**
convertendo-se assim a um complexo ndo toxico e evitando a absor¢do do metal pela raiz
(HARTWIG et al., 2007).

Atualmente, o mecanismo de exsudacdao de acidos organicos é considerado um dos
principais mecanismos relacionados a tolerancia ao Al. Dentre os acidos organicos mais
mencionados na literatura, podemos destacar o malato, citrato e o oxalato. Em geral, existem
gendtipos tolerantes ao Al em varias espécies de plantas que compartilham deste mecanismo
de tolerdncia. Da mesma forma, existe uma especificidade do &cido orgénico que desempenha
a resposta de tolerancia ao Al entre as diferentes espécies, como por exemplo: milho, citrato
(PELLET et al. 1995; KORN et al. 1997; PINEROS et al. 2002); em centeio, citrato e malato
(LI et al., 2000); em aveia, citrato e malato (ZHENG et al., 1998); em cevada, citrato (ZHAO
et al., 2003); em soja, citrato (YANG et al. 2000; SILVA et al. 2001).

O citrato € o acido organico mais comum entre as espécies, e também é considerado,
entre os diferentes acidos organicos, o mais eficiente por ser um anion tricarboxilado, formando
assim o quelato citrato-Al que é muito mais estavel quando comparado ao malato, por ser um
anion dicarboxilado (HARTWIG et al., 2007)

Outro mecanismo estudado baseia-se na capacidade de compostos fendlicos se ligarem
a metais, tais como o Al (OFEI-MANU et al., 2001). De acordo com o0s autores, em ervas de
chas, os compostos fenolicos formam complexos com o Al em pH neutro no citosol acarretando
em um processo de desintoxicagdo interna. Kidd et al. (2001) relacionaram a exsudacao de
flavondides em trés gendtipos de milho a presenga do Al, sugerindo que esses compostos
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fenolicos atuem na desintoxicacdo do Al na rizosfera. Porém esse processo ainda é pouco
compreendido, principalmente devido ao fato que em condicGes acidas, o Al e H" competem
pelos sitios dos compostos fendlicos, o que reduz sua capacidade de complexacdo comparado
aos dos acidos organicos (HARTWIG et al., 2007).

Outros possiveis mecanismos de tolerancia ao Al envolvem outros exsudados organicos
quelantes do Al ainda ndo descobertos, como formacdo de barreiras via componentes que
alteram o pH darizosfera, complexacao do Al por mucilagens secretadas pelas raizes e exclusdo
do Al acumulado por algum transportador especifico desse elemento. Também é especulada a
fixacdo do Al na parede celular e a complexacdo no simplasto via diferentes compostos
organicos (HARTWIG et al., 2007).

A estratégia do melhoramento de plantas em desenvolver genétipos que tolerem a
presenca do Al no solo vem tendo elevada importéncia. A recente disponibilidade de genes
envolvidos na sintese de &cidos organicos proporciona nova oportunidade para o
desenvolvimento de plantas tolerantes ao Al (CONCEICAO et al., 2008).

O gene ALMT1 (aluminum-activated malate transporter) foi clonado, sendo
demonstrado que é expresso no apice das raizes de plantulas de trigo e que codifica para uma
proteina trans-membrana, que atua como transportadora de malato ativada por AI**, facilitando
o efluxo de malato na presenca de aluminio (SASAKI et al., 2004). No mesmo ano, a cevada
foi transformada com o gene ALMTL, e a expressdo do gene do trigo conferiu efluxo similar
de malato ativado por AI®* e elevada tolerancia ao metal (DELHAIZE et al., 2004).

Este gene foi utilizado por Delhaize et al. (2004) para transformar plantas de cevada
sensiveis ao aluminio. Estes autores demonstraram que as plantas transgénicas
superexpressando ALMT1 sdo mais tolerantes ao Al do que plantas selvagens.

Ryan et al. (2009) relacionaram o efluxo de citrato nas raizes de trigo a presenga de um
unico gene localizado no cromossomo 4B que contribui para a tolerancia ao aluminio.
Magalhdes et al. (2007) também constataram efluxo de citrato ativado por aluminio em sorgo e
atribuiram essa caracteristica a um gene de tolerancia denominado Altsg localizado na regido
terminal do cromossomo 3.

Mais recentemente Maron et al. (2013) demonstram que a toleréncia ao aluminio em
milho deve-se a presenca de trés copias do gene MATEL. O estudo revelou gue este gene, em
triplicata, € um evento raro na espécie e esta presente na linhagem de milho Cateto Al 237/67,
que foi desenvolvida pela Embrapa Milho e Sorgo e é considerada uma das principais fontes de
tolerancia ao aluminio.

De acordo com Rossielo e Jacob Neto (2006), a utilizacdo de gendtipos tolerantes ao Al
pode ser vantajosa, mesmo em solos corrigidos, uma vez que a ndo incorporacao do calcério no
sistema de plantio direto torna menos eficiente a corregdo da acidez do solo em profundidade,
devido & baixa solubilidade e mobilidade do célcio no perfil do solo.

Constantemente novos genes relacionados a tolerancia ao aluminio sdo identificados e
essas novas descobertas abrem caminho para pesquisas que buscam compreender cada vez mais
as bases genéticas e moleculares da tolerancia a esse metal assim como fornecer recursos
genéticos para 0 melhoramento de espécies cultivadas.

2.3.5. Uso de solugdes nutritivas na avali¢cdo da toxidez por aluminio

Existe certa dificuldade em se isolar os efeitos do Al, ja que alguns fatores como pH,
composicgdo ibnica, disponibilidade de gases trocaveis e o teor de matéria organica, acabam por
influenciar nos resultados. Do ponto de vista agrondmico, uma similaridade mais confiavel seria
avaliar os efeitos do Al em ambiente natural. Porém em termos praticos, acredita-se que as
concentracdes de Al ndo sdo uniformes no substrato de crescimento, e que a interagdo com



outros fatores ambientais podem mascarar os resultados, tornando a realizacéo de pesquisas em
solugéo nutritiva uma boa alternativa (ROSSIELO & JACOB NETO, 2006).

De acordo com Magnavaca (1991), dentre os métodos de avaliacdo da toxidez por Al, é
possivel de maneira rapida, simples e econémica avaliar a capacidade de tolerancia a esse
elemento em um grande namero de plantas através do uso de solucgdes nutritivas, possibilitando
um maior controle de fatores, que em sua maioria podem intervir sobre sua acao toxica.

Entre as vantagens do meio hidropdnico esta o acesso ao sistema radicular, o controle
do pH, das concentracdes do Al e de outros ions relevantes para as expressdes da reacao a
sensibilidade e tolerancia (ROSSIELO & JACOB NETO, 2006).

A alta concentracdo idnica reduz a fitotoxicidade do Al, atraves de interagdes fisico-
quimica estabelecidas por esse elemento com outros ions, sendo necessario um aumento na
concentracdo do Al e no tempo de exposicdo para se induzir os sintomas de toxidez. Tais
situacOes levaram a formulacéo de solugdes salinas formadas a partir da dissolucdo de cloretos
de Ca e de Al em meio &cido, que além de simularem as concentra¢Ges idnicas tipicas de
solucdes de solos acidos, reduzem os problemas relacionados a precipitacdo do Al, pela
auséncia de outros ligantes que ndo o OH. Isso porque o Al possui uma grande afinidade por
oxi-anions organicos e inorganicos e pode formar complexos soltveis com sulfato, fosfato,
silicato e borato e &cidos organicos simples, sendo que a presenca de anions fosfato na solugéo
é critica para a interacdo com o Al. Dessa forma, a atividade da espécie livre pode ser reduzida
através da reducédo da forca i6bnica do meio em pH constante (ROSSIELO & JACOB NETO,
2006).

Conforme Pavan et al. (1982), foi constatado que a diluigdo da concentracdo de uma
solucdo de Hoagland e Arnon sobre a atividade do Al em hidropdnia, reduz a concentracdo
efetiva dos contra-ions responsaveis pela formagdo dos pares i6bnicos com o Al. Baseado no
comportamento de espécies idnicas mononucleares de Al em solucéo, é esperado que o poder
fitotoxico de uma solucdo contendo Al seja maximizado a valores de pH 4,0 ou inferiores.
Porém, grande parte das plantas cultivadas, sdo incapazes de tolerar niveis de acidez t&o altos,
sendo entdo necessario que os testes de resposta ao Al sejam testados com valores de pH acima
de 4,0, onde o Al tem sua atividade reduzida, mas ainda é capaz de ocasionar sérios danos aos
gendtipos mais sensiveis. Entretanto, o uso de soluc@es nutritivas simples ou completa tem sido
usado extensivamente pois permite maior controle experimental além de rapidez, menor custo
operacional, maior facilidade de avaliacdo e satisfatoria eficiéncia (SILVA et al., 2014;
PORTALUPPI et al., 2010; FURNALI et al., 2000).

2.3.6. Uso de corantes nas pesquisas sobre fitotoxidez por aluminio

Além dos parametros morfoldgicos empregados por diversos autores na avaliacdo da
fitotoxidez do aluminio nas plantas, tais como elongacdo radicular relativa (VASCONCELOS,
2002), massa fresca relativa de parte aérea (JAN & PETERSSON, 1989), massa seca de parte
aérea (FOY & SILVA, 1991), massa seca de raizes (JAN & PETERSSON, 1989), comprimento
radicular (FAGERIA et al, 1988); 0 uso de corantes quimicos também tornou-se um método
bastante difundido, principalmente porque sdo métodos rapidos e baratos.

Um dos método mais utilizados, emprega o corante hematoxilina, cuja aplicacédo baseia-
se na formacdo do complexo corado entre a hematoxilina e o Al ligado na raiz. Nesse método,
quando o Al ndo destroi o meristema apical da raiz, a parte da raiz que cresce apos o tratamento
com Al permanece branca (ndo corada), enquanto que as raizes que foram afetadas pelo Al
ficam densamente coradas (POLLE et al., 1978). Outros corantes podem ser utilizados, tais
como: quinalizarina (KALOVOULOS & MISOPOLINQOS, 1993), azul de metileno
(WAGATSUMA et al, 1988) e violeta de pirocatecol (JACOB NETO, 1993,
VASCONCELOS, 1997).
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Além das técnicas convencionais de coloracdo, um dos melhores métodos para detecgéo,
localizacdo e distribuicdo do aluminio nos tecidos vegetais baseia-se na utilizagdo de métodos
de microscopia de fluorescéncia, como a que utiliza o fluorocromo morin (ETICHA et al.,
2005). Esse método permite detectar aluminio no citoplasma e nucleo celular, porém nao é
capaz de marcar o aluminio ligado a parede celular ou compartimentalizado no vacuolo. A ndo
coloracdo pelo morin nos vacuolos pode ser atribuida ao fato deste fluorocromo ndo ser
permeavel ao tonoplasto e ndo conseguir detectar aluminio complexado com acidos organicos
(HUANG et al., 2012).

O uso da coloracdo fluorescente com morin permitiram, por exemplo, mostrar que
cultivares de trigo tolerantes ao Al acumulam menos AI** no apoplasto que os cultivares
sensiveis, enquanto a concentragdo de AI** no simplasto, associada com uma inibigio de 50%
do crescimento da raiz, foi similar em cultivares tolerantes e sensiveis (TICE et al., 1992).

A principal vantagem da utilizacdo da coloracdo fluorescente esta na capacidade de
localizar diferentes moléculas com alto grau de especificidade, sendo a sua sensibilidade
suficientemente elevada para detectar cerca de 50 moléculas/um?® (SOUZA, 2010)
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3. MATERIAL E METODOS

As sementes utilizadas nos experimentos foram provenientes de uma Unica planta matriz
de caju-de-arvore-do-cerrado (A. othonianum Rizz.) localizada em ambiente natural, na
Fazenda Gameleira, municipio de Montes Claros de Goids (16° 06° 20> S —51°17° 117 W,
altitude de 592 m).

A exsicata do material vegetal esta depositada no Herbario Jataiense, da Universidade
Federal de Goiés - Campus Jatai, sob 0 nimero de coleta 3793.

Os experimentos foram conduzidos na casa de vegetacdo do Laboratorios de Cultura de
Tecidos Vegetais, no Laboratorio de Sementes e Anatomia Vegetal do Instituto Federal de
Educacao, Ciéncia e Tecnologia Goiano (IFGoiano - Campus Rio Verde).

3.1. Avaliacao do crescimento radicular em solugdo nutritiva simples

Sementes de caju-de-arvore-do-cerrado foram selecionadas e tratadas com hipoclorito
de sadio (2% v/v) com imersao por 30 minutos nesta solucdo e apds este periodo, foram lavadas
com agua deionizada para retirada do excesso de hipoclorito.

A semeadura ocorreu em bandejas de polietileno, usando areia lavada como substrato.
Apbs o periodo de germinacdo, que durou certa de quinze dias, as plantulas foram fixadas em
tampas plasticas com o auxilio de algodao e levadas para vasos com capacidade de 3 litros de
solucdo nutritiva simples (JACOB NETO, 1993) composta de 0,1 mM de Ca na forma de
CaCl2.2H.0 e cinco concentracbes de Al, com quatro plantas por vaso (Figura 3). O pH da
solucdo foi ajustado para 4.0 a 4,15 com uso de solucao de 1 M da HCl e 0,1 M de KOH.

—

Figura 3. Germinacdo e instalacBes do sistema hidropdnico para avaliacdo do crescimento
radicular em solucdo nutritiva das plantulas de Anacardium othonianum Rizz.
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Antes da imersdo das raizes em solucdo nutritiva foi avaliado o comprimento da raiz
principal e verificado a presenca e o estadio visual das folhas (cotiledonares e as emitidas até
este periodo). Apos a transferéncia para solucéo nutritiva, foram feitas as avaliagcdes da taxa de
crescimento radicular e elongacéo radicular relativa.

Parametros Avaliados:
e Taxa de crescimento radicular (TCR), realizada através da equagdo: TCR= (Cf. -

Ci)/(At).

Cf. — comprimento radicular final;
Ci - comprimento radicular inicial,
At: Intervalo do tempo em dias;
e Elongacdo radicular relativa: (ERR%) calculada de acordo com a equagéo proposta por

Vasconcelos et al., (2002).

ERR = (Cfaix—Cialx) x 100

(Cf aro—cialo)

Onde:
ERR: elongagéo radicular relativa
Ciaix: comprimento radicular inicial medido antes da exposicao a solucdo nutritiva no nivel de
“x”de Al;
Cfaix: comprimento radicular final medido ap6s n dias de exposi¢éo a solugédo nutritiva no nivel
“x“deAl,
Ciaio: Comprimento radicular inicial antes da exposicao a solu¢éo sem Al,
Cfai: Comprimento radicular final medido apds n dias de exposic¢éo a solugdo nutritiva sem
Al,

Para o estudo da tolerancia ao aluminio, foram utilizadas as concentracdes de 0, 150,
300, 600 e 1200 uM de aluminio, na forma de sulfato de aluminio (Al2(SOs)s-18H-0).

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, com 5 repeticoes,
sendo cinco doses de aluminio na solucdo nutritiva e cinco épocas de avalia¢fes. Cada repeticédo
foi constituida por um vaso com 4 plantas, totalizando 25 unidades experimentais.

A partir da data de instalacdo do experimento, as raizes das plantulas de A. othonianum
Rizz. mantidas em solugédo nutritiva simples, foram medidas a cada 10 dias, com exceg¢éo do
ualtimo intervalo que foi de 8 dias, em funcéo do aparecimento de plantulas mortas, totalizando
48 dias de cultivo. A solucdo nutritiva foi trocada a cada trés dias e aerada constantemente
através de um compressor de ar.

Todos os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade e para os dados significativos foi
realizada analise de regressdo com objetivo de verificar o comportamento das taxas de
crescimento radicular nas diferentes doses de aluminio em cada época de avaliagéo.

3.2. Avaliacao do crescimento radicular em solucdo nutritiva completa

Sementes de caju-de-arvore-do-cerrado (A. othonianum Rizz.) provenientes do
Municipio de Montes Claros de Goias — GO foram selecionadas e tratadas com hipoclorito de
sodio (2% v/v) com imersdo por 30 minutos nesta solucdo e depois deste periodo foram lavadas
com agua deionizada para retirada do excesso de hipoclorito.

A semeadura ocorreu em bandejas de polietileno, usando areia lavada como substrato.
Apbs o periodo de germinacéo, que durou cerca de quinze dias, as plantulas foram fixadas em
tampas plasticas e levadas para vasos com capacidade de 3 litros de solugdo nutritiva completa
balanceada preparada de acordo com metodologia proposta por Jacob Neto (1993), composta
por 0,5 mM de N na forma de NH4sNO3; 0,2 mM de Ca na forma de CaCl>.H>O; 0,2 mM de
Mg na forma de MgS0O4.7H20; 0,5 mM de K na forma de K2SO4; 0,1 mM de P na forma de
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NaH2P04.2H20; 10 pM de Fe na forma de FeNa EDTA; 0,4 uM de Mn na forma de
MnSQO4.H20; 0,16 UM de Zn na forma de ZnSO4; 0,04 uM de Cu na forma de CuSOs; 0,5 uM
de Mo na forma de MoO3; 0,04 uM de Co na forma de CoSO4.7H-0 e cinco concentragdes de
Al na forma de Al>(SO4)3-18H20. Para o estudo da toleréncia ao aluminio, foram utilizadas as
concentragdes de 0, 150, 300, 600 ¢ 1200uM de aluminio, na forma de sulfato de aluminio
(Al2(SO4)3-18H20). O pH da solucgéo foi ajustado para 4,0 a 4,15 com uso de solucéo de 1 M
daHCl e 0,1 M de KOH.

Antes da imersdo das raizes em solucdo nutritiva foi avaliado o comprimento da raiz
principal e verificado a presenca e o estadio visual das folhas (cotiledonares e as emitidas até
este periodo). Apos a transferéncia para solugdo nutritiva foram feitas as mesmas avaliagdes,
mais a taxa de crescimento radicular, elongacao radicular relativa (ERR%), massa seca da parte
aeérea e da raiz.

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, com 4 repeticoes,
sendo cinco doses de aluminio na solucao nutritiva e cinco épocas de avaliacfes. Cada repeticao
foi constituida por uma vaso com 4 plantas, totalizando 20 unidades experimentais.

A partir da instalacdo do experimento, as raizes das plantulas de A. othonianum Rizz.
mantidas em solugdo nutritiva completa, foram medidas a cada 07 dias durantes 35 dias. A
solugdo nutritiva foi trocada a cada trés dias e aerada constantemente através de um compressor.

Todos os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e as medias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade e para os dados significativos foi
realizada analise de regressdo afim de verificar o comportamento das taxas de crescimento
radicular nas diferentes doses de aluminio em cada época de avaliagao.

3.3. Efeitos do aluminio na absorcéo de elementos minerais

Para determinacédo dos teores de macronutrientes e micronutrientes nas folhas e raizes de
A.othonianum Rizz. foram utilizadas amostras provenientes do experimento com solugéo
nutritiva completa, apos os 35 dias de cultivo. Apos a coleta, as amostras foram acondicionadas
em sacos de papel, e transferidas para estufa de circulagdo forcada a 65°C até atingir peso seco
constante. Posteriormente, as amostras foram pesadas e trituradas em moinho Willey, com
peneira de 20 mesh, armazenadas em frascos de vidro e encaminhadas ao Laboratorio Terra —
Analises para Agropecuadria, localizado no municipio de Goiania — GO.

Foram analisados os seguintes elementos: nitrogénio (N); fosforo (P); potassio (K);
calcio (Ca); magnésio (Mg); cobre (Cu); ferro (Fe) e manganés (Mn) conforme metodologia
proposta pela Embrapa (1999).

Os dados foram submetidos a analise de variancia e regressao polinomial. Os modelos
foram selecionados utilizando os maiores coeficientes de determinacdo e significancia dos
coeficientes de regressao com um nivel de probabilidade de 5%.

3.4. Efeito do aluminio na anatomia dos apices radiculares das plantulas de Anacardium
othonianum Rizz.

3.4.1. Plantulas crescidas em solugdo nutritiva simples

Para avaliar o efeito do aluminio na estrutura anatdmica das raizes de A. othonianum
Rizz. crescidas em solucdo nutritiva simples, amostras dos apices radiculares das plantula, apos
0s 48 dias de cultivo, foram fixadas em FAAso, por 48 horas e posteriormente conservadas em
etanol 70% (JOHANSEN, 1940). As amostras foram desidratadas em série etilica crescente e
incluidas em metacrilato (Historesin-Leica), conforme as recomendac¢des do fabricante. O
material foi seccionado longitudinalmente com 5um de espessura, em microtomo rotativo
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modelo 1508R. Posteriormente os cortes foram corados com azul de toluidina 0,05% em
tampado fosfato 0,1 M, pH 6,8 (O’BRIEN, FEDER & MCCULLY, 1964) para analise estrutural
e micromorfométricas.

Para deteccdo de ligninas as amostras dos apices radiculares ndo incluidos foram
seccionadas transversalmente com auxilio de microtomo LPC para anatomia vegetal e os cortes
submetidos a colorag¢do com floroglucina &cida (JOHANSEN, 1940).

As imagens foram obtidas em um microscopio de luz (Leica DM 500 com camera Leica
ICC 50) com sistema U-photo, do Laboratorio de Anatomia Vegetal do Instituto Federal de
Educacao, Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde. Posteriormente foram descritas
e submetidas a analises micromorfométricas, sendo: diametro da ponta da raiz e largura,
comprimento, area, perimetro das células do parénquima cortical e porcentagem da area
lignificada utilizando o software ImageJ- Image Processing and Analysis in Java, versdo 1.47,
perfazendo um total de 3 observag6es/repeticao para cada estrutura avaliada.

O software ImageJ foi utilizacdo pois, além das ferramentas de medi¢cdo, permite a
segmentacdo por conglomerados representados espacialmente por diferentes sistemas de cor,
permitindo também avaliar a frequéncia e a intensidade de cada grupo de cor (ABRAMOFF et
al., 2004).

Para determinar a localizacdo do aluminio nos tecidos das raizes das plantulas de caju-
de-arvore-do-cerrado (A. othonianum Rizz.) foi utilizado o morin, um fluorocromo que forma
um complexo fluorescente com o aluminio é utilizado para localizacdo desse elemento nos
tecidos das plantas. As raizes foram lavadas em agua destilada e posteriormente seccionadas
transversalmente em microtomo LPC para anatomia vegetal e os cortes obtidos tratados com
solucéo de 100 uM de morin por 20 min (ETICHA et al., 2005). Posteriormente os cortes foram
lavados em &gua destilada, montados entre [amina e laminula com agua destilada e observados
em um microscopio de fluorescéncia da marca Olympus modelo BX61 com camera DP-72.
Para anélise de fluorescéncia utilizou-se cubo de excitacdo UV 330-385.

Para determinacdo da area marcada pelo morin foi utilizado com software Imagel-
Image Processing and Analysis in Java, versdo 1.47, perfazendo um total de 3
observacdes/repeticdo para cada estrutura avaliada.

Todos os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e as médias,
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.4.2. Plantulas crescidas em solugdo nutritiva completa

Para avaliar o efeito do aluminio na estrutura anatdbmica dos apices radiculares de
plantulas de A. othonianum Rizz. crescidas em solucdo nutritiva completa com diferentes
concentracdes de aluminio, amostras de 0,3 cm dos apices radiculares das plantula, apds os 35
dias de cultivo, foram fixadas com solucdo de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) por 24 horas,
desidratadas em séria etilica crescente, pré-infiltradas e infiltradas em historesina (Historesin
Leica), de acordo com as recomendacdes do fabricante.

O épices radiculares foram seccionado longitudinalmente a 5um de espessura, em
microtomo rotativo de modelo 1508R. Posteriormente os cortes foram corados com azul de
toluidina — coloracdo policromatica, a 0,05% em tampdo fosfato 0,1 M, pH 6,8 (O’BRIEN,
FEDER & MCCULLY, 1964) para analise estrutural e micromorfométricas.

Para avaliar a localizagdo do aluminio nos apices radiculares, foi utilizado morin
(ETICHA et al., 2005). Também foi empregado 4°,6 — diamidino-2-phenylindole (DAPI) 1 ug
mL* por 20 min, um fluorocromo que se liga fortemente a regides ricas em DNA; com 0
objetivo de avaliar o efeito do aluminio no DNA das células meristematica. Foram utilizados
cortes de material incluido em historesina.
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As imagens foram obtidas em microscépio da marca Olympus modelo BX61 com
camera DP-72, do Laboratorio de Anatomia Vegetal do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia
e Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde. Para anélise de fluorescéncia utilizou-se cubo de
excitacdo UV (DAPI) 330-385. Posteriormente, as imagens obtidas, foram descritas e
submetidas a analises micromorfométricas, sendo: diametro da ponta da raiz; largura,
comprimento, area e perimetro das células da regido meristematica; densidade de nucleos na
regido meristematica; porcentagem da area marcada pelo morin e DAPI.

Os dados foram obtidos com auxilio do software ImageJ — Image Processing and
Analysis in Java, versdo 1.47, perfazendo um total de 3 observacdes/repeticdo para cada
estrutura avaliada.

Todos os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade ou regressao polinomial.

3.5. Taxa de emergéncia e indice de velocidade de emergéncia das plantulas de
Anacardium othonianum Rizz. submetidas ao stress por aluminio.

Sementes de caju-de-arvore-do-cerrado (A. othonianum Rizz.) selecionadas foram
tratadas com hipoclorito de sédio (2% v/v) com imersdo por 30 minutos nesta solugdo e depois
deste periodo foram lavadas com agua deionizada para retirada do excesso de hipoclorito.

No teste de emergéncia, foram utilizadas 400 sementes divididas em quatro repeticdes
de 20 cada. Para avaliar o efeito do aluminio adotaram-se as concentrac6es de 0, 150, 300, 600
e 1200 uM de aluminio, na forma de sulfato de aluminio (Al2(SO4)3-18H.0) em solucdo
nutritiva simples (JACOB NETO, 1993) composta de 0,1 mM de Ca. L na forma de
CaCl2.2H20. O pH da solugéo foi ajustado para 4,0 a 4,15 com uso de solugcéo de 1 M da HCI
e 0,1 M de KOH.

A semeadura foi realizada a 3 cm de profundidade em bandeja plastica de 40x30x8cm,
contendo como substrato areia lavada, com duas repeticdes por bandeja. O substrato foi
umedecido constantemente com solucdo de aluminio nas concentracfes avaliadas e as bandejas
mantidas em casa de vegetacdo por 30 dias. A avaliacdo da emergéncia das pléantulas foi
realizada até sua estabilizacdo. Foi avaliada a porcentagem final de emergéncia (BRASIL,
1992), em que foram consideradas apenas as plantulas normais e o indice de velocidade de
emergéncia de plantulas de acordo com Maguire (1962) em que observacdes diarias foram
realizadas ap06s a instalacdo do experimento, contando-se o nimero de plantulas emergidas por
dia, dividindo esse nimero pelo numero de dias transcorridos da data de semeadura. Foram
consideradas como plantulas normais aquelas com todas as estruturas essenciais perfeitas.

Decorridos 30 dias da semeadura, as plantulas normais, oriundas do teste de emergéncia,
foram submetidas as seguintes avaliacfes: comprimento de parte aérea e raiz em centimetros,
massa seca de parte aérea e da raiz em gramas.

Todos os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e analise de
regresséao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Resultados

4.1.1. Avaliacdo do crescimento radicular em solucéo nutritiva simples

Nos experimentos realizados neste trabalho, por serem todos realizados em
delineamento experimental inteiramente casualizado, quando ndo ocorreu interagéo
significativa na analise de variancia (P<0,05) dos parametros testados, os efeitos foram isolados
e as comparacOes das medias foram realizadas utilizando o Teste Tukey < 0,05. Quando a
analise de variancia do experimento mostrou interacédo significativa (P<0,05), foi realizado o
desdobramento das interagdes e as médias comparadas pelo teste Tukey < 0,05.

As doses de Al utilizadas foram planejadas para ser adicionadas na propor¢édo
geomeétrica, desta forma, quando necessario, foram realizados teste de comparacao das médias
e também a analise de regressao.

A andlise de variancia das taxas de crescimento radicular das plantulas mostrou que
ocorreu efeito das concentracbes de aluminio no crescimento das raizes, e que estas foram
influenciadas pelos dias em contato com a solucdo, ocorrendo interacdo entre os fatores
(concentracbes de Al x dias de cultivo) (Tabela 1). Pode ser observado que o coeficiente de
variagcdo dos experimentos ndo foi muito elevado.

Tabela 1. Andlise de Variancia das taxas de crescimento radicular de plantulas de caju-de-
arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) crescidas em solucdo nutritiva simples com
diferentes concentracdes de aluminio e dias de avaliag&o.

Fonte de Variagdo ~  -mmmmemmmemmemeeee- Valor de F---------------------
Conc. de Al 27,43 **
Dias 165,34 **
Conc. de Al x Dias 3,82 **

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade. Conc: concentracdo. CV (%) = 16,84

A comparacdo entre as médias obtidas em funcdo das doses de Al empregadas e dias de
avaliacdo sdo apresentadas na tabela 2. Aos 10 dias da implantacdo do experimento, a menor
taxa de crescimento radicular ocorreu no tratamento com 150 uM de Al, porém n&o diferiu
estatisticamente dos demais tratamentos com Al. A maior taxa de crescimento ocorreu no
tratamento sem Al, porém ndo diferiu estatisticamente dos tratamentos com 300, 600 e 1200
UM de Al. Aos 20 dias, a maior média da taxa de crescimento radicular foi de 4,11 mm/dia, no
tratamento sem aluminio, seguido das doses de 600, 1200 e 150 uM que obtiveram médias
menores e ndo diferiram estatisticamente entre si. Os tratamentos que proporcionaram as
menores taxas de crescimento foram os que utilizaram as concentracdo de 300, 150 e 1200 uM
do Al, sendo a menor média igual a 1,45 mm/dia, correspondendo a uma reducédo de cerca de
64% comparado ao tratamento sem Al.

Com 30 e 40 dias, os tratamentos sem aluminio e a menor dose (150 pM), possibilitaram
as maiores taxas de crescimento radicular, seguido das demais doses com médias inferiores e
iguais estatisticamente. Constatou-se uma reducgéo de cerca de 25% da taxa de crescimento
radicular, da maior dose, comparado ao tratamento sem o Al.

Ao final do experimento, com 48 dias de cultivo, o tratamento sem o Al também foi o
que o proporcionou o0 maior crescimento, porém néo diferiu estatisticamente das duas menores
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doses. As menores taxas de crescimento ocorreram nas trés maiores concentracées de aluminio,
ndo diferindo estatisticamente entre si. A menor média foi de 3,73 mm/dia, observada no
tratamento com 1200 puM, cerca de 26% menor que no tratamento sem o Al.

De forma geral, as maiores taxas de crescimento ocorreram a partir dos 40 dias de
cultivo em solucéo nutritiva simples para os tratamento com 150, 300 uM de Al, e a partir dos
30 de cultivo nos tratamento 600, 1200 puM e sem o Al.

Tabela 2: Taxas de crescimento radicular (mm/dia) de plantulas de caju-de-arvore-do-cerrado

(Anacardium othonianum Rizz.) crescidas ao longo de 48 dias em uma solugéo nutritiva simples
com diferentes concentragcfes de aluminio.

Dias de Cultivo

Conc. de Al (uM)

20 30 40 48
0 1,60 aC 4,11 aB 4,41 aAB 5,08 aA 5,07 aA
150 0,60 bD 1,95 bcC 3,62 abB 5,00 aA 4,79 abA
300 1,07 abC 1,45 cC 2,75 bB 3,80 bA 4,22 abcA
600 1,33 abC 2,81 bB 3,34 bAB 3,73 bAB 3,95 bcA
1200 1,04abC 1,97 bcB 3,20 bA 3,83 bA 3,73CcA

As médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas colunas e letras mailsculas nas linhas ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV (%) = 16,44

A tabela 3 apresenta as equagOes da analise de regressao das taxas de crescimento
radicular que melhor se adequaram a distribuicao dos dados para os diferentes dias de avaliacao,
como avaliado pelo coeficiente de determinacao. Pode ser observado que para as equacgdes mais
representativas aos 10 e 20 dias foram modelos cubicos. Aos 30 ajustaram-se os modelos de
regressdo quadratica e aos 40 e 48 dias modelo linear, indicando quedas nas taxas de
crescimento radicular com o incremento da concentrac@es de aluminio na solucdo nutritiva.
Estas equacdes, confirmam os resultados demonstrados pela teste de Tukey da tabela 2.

Tabela 3: Equacdo de regressdo e coeficientes de determinagdo das taxas de crescimento
radicular de plantulas de caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) crescidas
ao longo de 48 dias em solucéo nutritiva simples com diferentes concentragdes de aluminio.

Dias de

Cultivo Equagao R?
10 ¥ = -0,0000000085x3 + 0,0000148397x - 0,0060302682x + 0.68
1,5053032322 ’
20 ¥ = -0,0000000245x3 + 0,0000447391x? - 0,0201356438x + 0.99
4,0959817122 ’
30 ¥ =0,0000022966x2 - 0,0034898596x + 4,1590843590 0,60
40 9 =-0,0010263144x + 4,7547825260 0,50
48 ¥ =-0,0010651878x + 4,8352863073 0,80

Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

A figura 4 apresenta o crescimento medio das raizes de A. othonianum Rizz. nos
diferentes tratamentos ao final dos 48 dias de cultivo. Se compararmos o crescimento das raizes
das plantulas cultivadas na solucdo nutritiva do tratamentos sem Al e na primeira dose de Al
(150 puM) com os demais tratamentos, pode ser verificado que foi onde que ocorreu o maior
crescimento, de 24,33 e 22,99 cm respectivamente. Os tratamentos com 300, 600 1200 pM
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apresentaram médias menores iguais a 20,35, 18,96 e 17,90 cm respectivamente. A diferenca
entre o crescimento das raizes das plantulas no tratamentos sem Al e na maior concentragdo de
Al foi de 6,4 cm. Estes dados demonstraram o efeito mais pronunciado do aluminio, nesta
dosagem e éepoca. Pode ser observado pela equacdo de melhor ajuste na figura 4, que o
crescimento radicular decresceu de forma linear, indicando decréscimo a partir da primeira dose
de Al empregada que foi de 150 uM. Entretanto, o crescimento radicular so seria interrompido
completamente na concentracdo de 4547 uM de Al.
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Figura 4. Crescimento das raizes das plantulas de caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium
othonianum Rizz.) mantidas em solugdo nutritiva simples com diferentes concentragfes de
aluminio ap6s 48 dias de cultivo. Significativo ao nivel de 5% de probabilidade. CV (%) =
24,28.

A figura 5, apresenta o aspecto visual das raizes de A. othonianum Rizz. aos 48 dias de
contato com as solucBes nutritivas com as concentracdes de aluminio. Constatou-se um
escurecimento das raizes e o aparecimento de manchas amareladas nas pontas. Na auséncia de
aluminio, as raizes permaneceram com coloracdo vermelha mais clara com as pontas brancas,
sem manchas ou sinais de apodrecimento, como pode ser observado na letra A da figura 5. Nas
plantulas que foram crescidas nas solucdes com aluminio foram encontradas raizes mais
fragilizadas e quebradicas que as demais pléantulas, no final da avaliagéo aos 48 dias, como
mostram as letra B, C, D e E da figura 5, para os tratamentos com Al.

19



Figura 5. Coloragdo natural das raizes de plantulas de caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium
othonianum Rizz.) nos diferentes tratamentos apds 48 dias de cultivo. A — sem aluminio. B —
150uM de Al. C — 300 pM de Al. D — 600 uM de Al. E — 1200 uM de Al

A elongacdo (alongamento) radicular relativa (ERR%), na figura 6, ¢ uma avaliagdo do
comportamento do crescimento radicular das plantulas em contato com a solucdo de aluminio
em relagdo as plantulas crescidas sem contato com aluminio. Dessa forma, trata-se de uma
avaliacdo percentual do efeito do tratamento do aluminio (“per si”), retirando o crescimento
natural das raizes que ocorre nesta condi¢cdo. Os dados da ERR% demonstraram que ocorreu
reducdo do crescimento radicular a medida que se aumentou a concentracdo do Al em solugéo,
conforme anélise de regressao que revelou modelo linear. De acordo com a equagdo nédo haveria
elongacéo radicular na concentracdo de 5392 uM de Al.
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Figura 6. Elongacdo radicular relativa (ERR %) das plantulas de caju-de-arvore-do-cerrado
(Anacardium othonianum Rizz.) apds 48 dias em solucdo nutritiva simples com concentracées
diferentes de aluminio. Significativo ao nivel de 5% de probabilidade. CV (%) = 9,93.

4.1.2. Avaliacdo do crescimento radicular em solucdo nutritiva completa

A andlise de variancia dos dados do comprimento radicular das plantulas crescidas em
solucdo nutritiva completa mostrou que ocorreu efeito das concentracbes de aluminio no
crescimento das raizes e que ndo houve interacdo entre os fatores (concentragdes de Al x dias
de cultivo) (Tabela 4).

Tabela 4. Analise de Variancia das taxas de crescimento radicular de plantulas de caju-de-
arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) crescidas em solugdo nutritiva completa
com diferentes concentrac6es de aluminio e dias de avaliacdo.

Fonte de Variaggo ~  --mmmemmmememeeeee- Valor de F------------
Conc. de Al 5,87 **
Dias 11,88 **
Conc. de Al x Dias 0,59 ™

" N&o significativo. **Significativo pelo teste F, a 1% de probabilidade, respectivamente. CV (%) = 57,26.

A comparacdo entre as medias obtidas em funcdo das doses de Al empregadas sdo
apresentadas na tabela 5. A maior taxa de crescimento radicular ocorreu no tratamento sem
aluminio, com média igual a 3,98 mm/dia, sendo diferente estatisticamente de todos os demais
tratamentos. J4, 0 menor crescimento, ocorreu no tratamento com 300 uM de Al com média
igual a 1,90 mm/dia, mas ndo diferiu estatisticamente dos demais tratamentos com Al.
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Tabela 5: Taxas de crescimento radicular (mm/dia) de plantulas de caju-de-arvore-do-cerrado
(Anacardium othonianum Rizz.) crescidas apds 35 dias em solugdo nutritiva completa com
diferentes concentracdes de aluminio.

Concentracdo de Aluminio (UM) Crescimento Radicular (mm/dia)
0 3,98 a
150 242 b
300 1,90 b
600 256 b
1200 216 b

Significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01). As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV (%) = 57,26.

A Figura 7 apresenta a analise de regressdo das taxas de crescimento radicular que
melhor se adequaram a distribuicdo dos dados, avaliados pelo coeficiente de determinacdo. Ao
final dos 35 dias de cultivo, apesar dos baixos ajustes revelados pelo coeficiente de
determinacdo, a equacdo que melhor se adequou a distribuicdo dos dados foi o modelo de
regressdo linear, indicando reducdo progressivo das taxas de crescimento em funcdo do
aumento das concentracOes de Al. Utilizando a equacdo pode ser determinado que a taxa de
crescimento atingiria o valor zero na concentragdo de 3376 uM de Al.
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Figura 7. Andlise de regressdao das taxas de crescimento radicular de plantulas de caju-de-
arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) crescidas em solucdo nutritiva completa
com diferentes concentracdes de aluminio. Significativo ao nivel de 5% de probabilidade. CV
(%) = 57,26.

Na avaliagdo do efeito dos dias de cultivo sobre as taxas de crescimento radicular, a
equacéo que melhor se adequou a distribui¢cdo dos dados foi 0 modelo de regresséo quadratico,
que indicou aumento das taxas de crescimento ao longo dos dias de cultivo, sendo a maior taxa,
de acordo com a equagéo, igual a 3,5 mm/dia com 29 dias na solucédo nutritiva (Figura 8).
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Figura 8. Regressdo das taxas de crescimento radicular de plantulas de caju-de-arvore-do-
cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) crescidas em solucdo nutritiva completa em fungéo
dos dias de avaliacdo. Significativo ao nivel de 1% de probabilidade. CV (%) = 26,92.

A figura 9 apresenta o crescimento médio das raizes de A. othonianum Rizz. nos
diferentes tratamentos ao final dos 35 dias de cultivo. As raizes das plantulas cultivadas na
solucdo nutritiva sem o Al apresentaram o maior crescimento radicular, com média igual a
13,93 cm. Os demais tratamentos apresentaram médias menores, sendo 0s tratamentos com 300
e 1200 uM de Al os que proporcionaram o menor crescimento, 6,65 e 7,56 cm respectivamente.
Na andlise de regressao, o modelo que melhor se ajustou a distribuicdo dos dados, foi o linear,
apesar do baixo coeficiente de determinacéo e alto coeficiente de varia¢do. O crescimento seria
paralisado completamente na concentracao de 3390 uM de Al.
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Figura 9. Crescimento das raizes das plantulas de caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium
othonianum Rizz.) mantidas em solucdo nutritiva completa com diferentes concentracdes de
aluminio ao final dos 35 dias de cultivo. Significativo ao nivel de 5% de probabilidade. CV (%)
= 57,26.
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A Figura 10 ilustra o aspecto visual das plantas de A. othonianum Rizz. mantidas em
solugdo nutritiva completa por 35 dias. Observou-se 0 maior comprimento das raizes no
tratamento sem Al comparado aos demais tratamentos com concentracdes crescentes do metal.
Além disso, constatou-se que nos tratamentos com Al, as plantulas apresentaram raizes mais
grossas com muitas raizes laterais curtas e grossas, além de frageis e quebradicas.

1200 uM de Al

300 uM de Al

zero UM de Al

Figura 10. Aspecto visual das plantulas de caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium
othonianum Rizz.) crescidas em solugdo nutritiva completa com diferentes concentracdes de
aluminio aos 35 dias.

Na avaliacdo da massa seca das raizes e parte aérea, constatou-se resultados ndo
significativos (Tabela 06), apesar do tratamento sem Al apresentar raizes com maior
comprimento. Provavelmente o estimulo a producdo de raizes mais grossas e numerosas raizes
laterais nos tratamentos com aluminio foi responsavel por médias proximas de peso seco do
sistema radicular nos diferentes tratamentos.
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Tabela 6: Massa seca da parte aérea e massa seca da raiz das plantulas de caju-de-arvore-do-
cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) crescidas em solugdo nutritiva completa com
diferentes concentracdes de aluminio aos 35 dias.

Conc. de Aluminio MSPA (g/planta) ™ MSR (g/planta)™
0 0,63 0,30
150 0,44 0,20
300 0,53 0,27
600 0,51 0,19
1200 0,52 0,23
CV (%) 40,90 23,34

"S- ndo significativo; FV - Fonte de Variacdo; MSPA - Massa seca da parte aérea; MSR - Massa seca da raiz.

A elongacdo (alongamento) radicular relativa (ERR%), na figura 11, evidenciou que as
concentracdes de 300 e 1200 uM de Al promoveram o menor crescimento radicular, com ERR
iguais a 52,57% e 54,86% respectivamente. A menor queda foi nas plantulas mantidas em
solucdo com 600 uM de Al com uma taxa de elongacdo de 67,59%. Na andlise de regressdo, o
modelo que melhor se ajustou a distribuicdo dos dados, foi o linear, apesar do baixo coeficiente
de determinagdo e elevado coeficiente de variagdo. A paralizagdo completa ocorreria na
concentracdo de 3524 uM de Al.
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Figura 11. Elongacdo radicular relativa (ERR %) de plantulas de caju-de-arvore-do-cerrado
(Anacardium othonianum Rizz.) apds 35 dias em solucdo nutritiva completa com concentracfes
diferentes de aluminio. *Significativo ao nivel de 5% de probabilidade. CV (%) = 29,84.

4.1.3. Efeitos do aluminio na absorcéo de elementos minerais

A andlise de variancia referente ao efeito do aluminio na absorcdo de macro e
micronutrientes, mostrou que houve efeito significativo das concentraces do Al nos teores de
N, P, Ca e Mg, nas folhas e raizes; Cu, Fe e Mn apenas nas raizes; e K apenas nas folhas.

Dentre os macronutrientes, Ca, Mg e P foram os mais afetados em seus teores pelas
doses de Al. Para o célcio, tanto nas folhas quanto nas raizes, o tratamento com 300uM de Al
foi o que proporcionou as menores médias, sendo de 2,5 mg g nas folhas e 1,8 mg g* nas
raizes, correspondendo a uma reducdo de 50,69% e 35,71% em relacdo ao acumulado no
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tratamento sem Al, respectivamente. Na analise de regressdo, o0 modelo que melhor se ajustou
a distribuicdo dos dados foi o quadréatico e indicou que nas folhas o menor teor de célcio foi
igual a 2,19 mg g na concentragéo de 770,94 uM de Al, enquanto que nas raizes 0 menor teor
de calcio foi 1,62 mg g para a concentragéo de 765,76 UM de Al (Figura 12).
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Figura 12. Andlise de regressdo dos teores de célcio nas folhas e raizes de plantulas de caju-
de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) submetidas a diferentes concentracdes
de aluminio em solucéo nutritiva completa. **Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
CV (%) = 17,78 (folha) e 2,66 (raiz).

Para 0 magnésio as menores médias foram 2,4 mg g* encontrado na folhae 1,7 mg g*
na raiz, ambas no tratamento com 300 puM de Al, significando uma reducdo de 31,43% e
30,61%, comparado ao tratamento sem Al, respectivamente. A anélise de regressao revelou que
ocorreu queda linear dos teores de Mg nas folhas com o aumento das concentracfes de Al na
solucdo nutritiva, apesar do baixo coeficiente de determinacdo. Nas raizes, o modelo que
regressdo que melhor ajudou a distribuicdo dos dados foi o quadratico, sendo o menor teor de
Mg revelado pelo equacéo igual a 1,64 mg g na concentracio de 745,87 uM de Al (Figura 13).
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Figura 13. Analise de regressdo dos teores de magnésio nas folhas e raizes de plantulas de caju-
de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) submetidas a diferentes concentraces
de aluminio em solucdo nutritiva completa. **Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
CV (%) = 13,13 (folha) e 8,55 (raiz).

Os teores de fosforo foram reduzidos nos tratamentos com as maiores doses de Al. Nas
folhas a menor média foi 3,15 mg g’ para os tratamentos com 600 e 1200 uM de Al,
correspondendo a uma reducédo de 10% comparado ao tratamento sem Al. Nas raizes as menores
médias foram 4,3 e 5,6 mg g%, significando uma reduco de 37,68 e 18,84% respectivamente,
em relacdo aos tratamentos sem Al. Para ambos os 6rgdos vegetais, a dose de 150 uM
proporcionou aumento nos teores de fdésforo, sendo cerca de 20% nas folhas e 30,43% nas
raizes. A equacdo que melhor se adequou a distribuicdo dos dados foi 0 modelo de regressdo
cubica e indicou que na folhas o menor teor de fosforo revelado pela equacéo foi igual a 2,5 mg
g! para uma concentracdo de 934,11 pM de Al, enquanto que a maior foi igual a 3,87 mg g
para uma concentracdo de 179,94 uM de Al. Nas raizes, o menor teor de fésforo revelado pela
equagao foi 2,18 mg g para uma concentragdo de 893,19 uM de Al, enquanto que o maior teor
foi de 7,83 mg g para a concentragdo de 130,62 puM. Dessa forma, para ambos os 6rgdos, mas
principalmente na raiz, ficou demonstrado que concentra¢@es baixas de aluminio estimulam a
absorcéo de fosforo (Figura 14).
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Figura 14. Analise de regressao dos teores de fosforo nas folhas e raizes de plantulas de caju-
de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) submetidas a diferentes concentraces
de aluminio em solugdo nutritiva completa. **Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
CV (%) = 9,73 (folha) e 6,22 (raiz).

Na avaliacdo dos teores de nitrogénio nas folhas, constatou-se que a maior média foi
igual 36 mg g para o tratamento com 300 uM de Al, sendo equivalente a um aumento de
39,8% quando comparado ao tratamento sem Al. As doses maiores proporcionaram menores
teores de nitrogénio e corresponderam a um aumento de 18,44% e 19,41% em relacdo ao
acumulado no tratamento sem Al. Nas raizes, o menor teor de nitrogénio foi igual a 30,5 mg g
! nas concentragbes de 600 e 1200 uM de Al, correspondendo a uma redugdo de 4,68%
comparado ao acumulado no tratamento sem Al. Com relacdo a andlise de regressdo, constatou-
se que para ambos os 6rgdos vegetais 0 modelo que melhor se ajustou a distribuicdo dos dados
foi o cubico. Nas folhas o menor teor de nitrogénio revelado pela equacéo foi igual a 24,7 mg
g* para a concentragdo de 950,59 pM de Al, enquanto que o maior teor foi de 35,2 mg g para
uma concentracdo de 309,97 uM. Nas raizes, 0 menor teor de nitrogénio, de acordo com a
equacdo, foi 23,78 mg g para uma concentragdo de 947,3 uM de Al, enquanto que 0 maior
teor de nitrogénio foi igual a 37,79 mg g™* para a concentragdo de 240,62 uM. Sendo assim, de
acordo com os dados, concentracdes baixas de Al podem estimular a absorcdo de nitrogénio
enguanto que concentraces mais altas reduzem a absorgéo desse elemento (Figura 15).
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Figura 15. Andlise de regressdo dos teores de nitrogénio nas folhas e raizes de plantulas de
caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) submetidas a diferentes
concentracdes de aluminio em solucdo nutritiva completa. **Significativo ao nivel de 1% de
probabilidade. CV (%) = 2,94 (folha) e 3,70 (raiz).

Os teores de potassio nas folhas, com excecdo do tratamento com 600 uM de Al,
apresentaram quedas, sendo a menor média igual a 12,4 mg g* no tratamento com 300 UM de
Al, correspondendo a uma reducédo de cerca de 17% comparado ao acumulado no tratamento
sem Al. Na analise de regressdo, o0 modelo que melhor ajustou-se a distribuicdo dos dados foi
0 cubico e indicou que o menor teor de potassio foi de 12,82 mg g para a concentragdo de
222,54 uM de Al, ja o maior teor foi igual a 19,06 mg g para a concentragio de 905,64 UM de
Al, indicando maior acimulo de potéssio nessa concentracdo. Nas raizes os resultados nédo
apresentaram diferencas (Figura 16).
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Figura 16. Analise de regressdo dos teores de potassio nas folhas e raizes de plantulas de caju-
de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) submetidas a diferentes concentragdes
de aluminio em solucdo nutritiva completa. ™ — n&o significativo. *Significativo ao nivel de 5%
de probabilidade. CV (%) = 9,24 (folha) e 8,37 (raiz).
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Com relacéo aos micronutrientes avaliados nas raizes, observou-se um efeito negativo
do aumento das doses de aluminio sobre os niveis de Fe, proporcionando reducédo, sendo a
maior para a concentragdo de 1200 uM de Al, com teor de Fe igual a 0,521 mg g%, equivalendo
a uma reducao de 27% em relagdo ao tratamento sem Al. Na andlise de regressdo, o modelo
que melhor se ajustou a distribui¢do dos dados foi o cubico, e indicou que 0 menor teor de ferro
foi igual a 0,54 mg g* para a concentragdo de 268,78 UM de Al, enquanto que o maior foi igual
0,74 mg g'* para a concentragio de 879,8 uM (Figura 17).
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Figura 17. Andlise de regressao dos teores de ferro nas folhas e raizes de plantulas de caju-de-
arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) submetidas a diferentes concentracdes de
aluminio em solucéo nutritiva completa. ™ — ndo significativo. **Significativo ao nivel de 1%
de probabilidade. CV (%) = 25,97 (folha), 14,44 (raiz).

O cobre, nas raizes, foi afetado negativamente pelas trés maiores concentracdo do Al,
com média igual a 0,023 mg g no tratamento com 1200 UM, correspondendo a uma reducéo
de 21,6% comparado ao tratamento sem Al; ja a dose de 150 uM teve efeito positivo, com
média igual a 0,037 mg g, correspondendo a um aumento de 23,3% comparado ao tratamento
sem Al. Na andlise de regressdo, o modelo que melhor se ajustou a distribuicdo dos dados foi 0
cubico, e indicou que de acordo que a equacdo, 0 menor teor de cobre foi igual a 0,028 mg g*
para a concentracdo de 708,39 uM de Al, enquanto que o maior teor foi igual a 0,033 mg g*
para a concentracdo de 163,60 uM, confirmando que concentracdes altas de aluminio levam a
uma menor absorcao de cobre. Nas folhas, os resultados n&o foram significativos (Figura 18).
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Figura 18. Analise de regressdo dos teores de cobre nas folhas e raizes plantulas de caju-de-
arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) submetidas a diferentes concentracdes de
aluminio em solucdo nutritiva completa. ™ — ndo significativo. **Significativo ao nivel de 1%
de probabilidade. CV (%) = 47,77 (folha), 12,84 (raiz).

Para 0 manganés nas raizes, observou-se efeito positivo para todos os tratamentos com
Al, sendo que a maior dose (1200 puM) proporcionou um aumento de 33,77% frente ao
acumulado pelo tratamento sem Al que obteve média igual a 0,039 mg g. Na analise de
regressdo, o0 modelo que melhor se ajustou a distribuicdo dos dados foi o linear, indicando
aumento dos teores de manganés com o aumento das concentragdes de Al na solucdo nutritiva.
Nas folhas, os resultados ndo foram significativos (Figura 19).
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Figura 19. Anélise de regressao dos teores de manganés nas folhas e raizes de plantulas de
caju-de-arvore-do-cerrado  (Anacardium othonianum Rizz.) submetidas a diferentes
concentra¢des de aluminio em solucdo nutritiva completa. ™ — ndo significativo. **Significativo
ao nivel de 1% de probabilidade. CV (%) = 11,06 (folha), 10,63 (raiz).
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4.1.4. Efeito do aluminio na anatomia dos apices radiculares das plantulas de Anacardium
othonianum Rizz.

4.1.4.1. Plantulas crescidas em solucao nutritiva simples

Nos cortes longitudinais das raizes das plantulas de A. othonianum Rizz. cultivadas em
solucdo nutritiva simples com aluminio ocorreram alteragdes anatdmicas e no didametro dos
apices radiculares que foi maior nos tratamentos com as maiores concentragdes de Al (Figura
20). A figura 20 A corresponde a ponta de uma raiz de uma plantula de caju que cresceu em
solucdo simples, sem adicdo de aluminio, podendo ser observado os tecidos organizados e com
pouca quantidade ou auséncia total de células mortas e lesdes. Camadas de células mortas
comecam a aparecer na figura 20 B e aumentam gradativamente até a figura 20 E, que
corresponde a maior dosagem de Al utilizada no experimento, também ocorreu destacamento
de células epidérmicas em funcdo da presenca do Al (Figura 20 B e C). Na figura 20 C, observa-
se um meristema apical desorganizados, ndo sendo possivel reconhecer as regides
correspondentes ao promeristema e procambio. E possivel também observar na figura 20 D que
a coifa esta se destacando ap6s provavelmente a morte do meristema.

Figura 20. Micrografias Oticas de cortes longitudinais de raizes de plantulas de caju-de-arvore-
do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) corados com azul de toluidina apés terem sido
mantidas em solugdo nutritiva simples com diferentes concentracdes de aluminio por 48 dias.
Observou-se 0 engrossamento das raizes, além de lesdes em diferentes regides dos tecidos
(setas) e células epidérmicas se destacando em funcéo da presenca do Al (cabeca de seta) nos
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diferentes tratamentos, sendo: A —sem Al; B — 150 uM de Al; C — 300 uM de Al; D — 600 uM
de Al e E - uM de Al. Barras = 200 pm.

A figura 21, apresenta em maior aumento o aspecto das células do parénquima cortical
das raizes nos diferentes tratamento. A sequéncia de fotos sugere o efeito do aluminio, pois as
células da figura 21 A estdo com aspecto normal, enquanto que a medida que as concentracdes
de aluminio aumentam, conforme indicado nas imagens da figura 21 B até E, evidéncia o efeito
do aluminio nas células parenquimaticas, constatando-se que nas doses mais elevadas do metal,
as células ficaram menores com paredes tortuosas.

(1)

Figura 21. Micrografias 6ticas de cortes longitudinais do parénquima do cértex de raizes de
plantulas de caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) corados com azul de
toluidina apos terem sido mantidas em solugdo nutritiva simples com diferentes concentracdes
de Aluminio por 48 dias. Notou-se o efeito do aluminio no tamanho e forma das células
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parenquimaticas das raizes nos diferentes tratamentos, sendo: A — Sem Al; B — dose 150 uM
de Al; C - dose 300 uM de Al; D - dose 600 uM de Al e E - dose 1200 puM de Al. Seta: detalhe
da parede celular. Barras: 50 pum.

A analise micromorfométrica dos cortes longitudinais das raizes de A. othonianum Rizz.
coradas com azul de toluidina é apresentado na tabela 7. Constatou-se o efeito do aluminio
sobre o diametro das pontas das raizes e nas dimensdes das células do parénquima do cortex
em funcdo das diferentes doses empregadas. Para o didmetro das pontas das raizes, a maior
média foi observada nas plantulas cultivadas com a maior dose de aluminio (1200 uM), com
média igual a 728,06 um e diferiu estatisticamente dos demais tratamentos, correspondendo a
uma aumento de 49% no diametro das raizes comparado ao tratamento sem o aluminio, que por
sua vez, obteve estatisticamente a menor média. Além disso, nos cortes obtidos do cortex
radicular, constatou-se alteragfes no tamanho das células, sendo que o maior comprimento foi
observado no tratamento com 150 uM de aluminio, com média igual 45,87 um; ja a menor
média ocorreu no tratamento com 300 uM, porém esse Gltimo nao diferiu estatisticamente das
duas maiores doses, que por sua vez ndo diferiram do tratamento sem aluminio.

A largura das células do parénquima do cértex radicular foi maior quando da utilizagédo
da concentracdo de 150 uM de aluminio e ndo diferiu estatisticamente do tratamento sem o
metal; enquanto que as menores médias ocorreram nas trés maiores concentracdes de aluminio
que foram estatisticamente iguais. As maiores médias de area e perimetro celular também foram
observadas nas raizes da plantulas cultivadas na concentracdo de 150 uM de aluminio, enquanto
que as menores ocorreram nos tratamentos com as trés maiores doses para a variavel aérea e
nos tratamentos com 300 e 1200 uM para a variavel perimetro.

Tabela 7. Diametro da ponta das raizes e analise micromorfométrica das células do parénquima
de preenchimento do cortex das raizes de caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum
Rizz.) submetidas a diferentes concentrac6es de aluminio.

Conc. de Al Diametro d_a Comprimento  Largura Area Perimetro
ponta da raiz 2
(M) (Hm) (Hm) (Hm*) (Hm)
(Hm)
0 367,87d 95,31b 29,56 ab 2865,07 b 249,75 b
150 486,60 c 163,81a 30,31a 4941,33 a 388,25a
300 461,51 c 45,87 ¢ 21,81 bc 97753 ¢ 135,37 ¢
600 607,83 b 92,89 bc 14,15¢ 1694,65 bc 261,11 b
1200 728,06 a 49,34 bc 16,27 ¢ 808,70 c 144,99 ¢
CV (%) 07,87 28,00 19,57 38,47 22,23

Significativo ao nivel de 1% de probabilidade. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

De forma geral, os dados micromorfométricos, indicaram que na auséncia de aluminio
e na dose mais baixa avaliada (150 uM), as células do parénquima do cortex radicular sdo
maiores, porém doses mais elevados promovem reducédo das dimensdes celulares.

O teste histoquimico com Floroglucinol revelou uma maior lignificagdo nos tecidos das
raizes das plantulas de A. othonianum Rizz. mantidas em solugdo com Al (Figura 22).
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Figura 22. Micrografias Gticas de cortes transversais de raizes de plantulas de caju-de-arvore-
do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) corados com floroglucinol apés terem sido
mantidas em solucdo nutritiva simples com diferentes concentra¢@es de aluminio por 48 dias.
A coloracdo avermelhada indica a presenca de lignina nas paredes das células das raizes nos
diferentes tratamentos, sendo: A e B - Sem Al; C — dose 150 uM de Al; D - dose 300 uM de
Al; E - dose 600 uM de Al e F - dose 1200 uM de Al. Barras: 50 pm.

Em doses maiores observou-se uma maior area lignificada, sendo a dose de 1200 uM a
que apresentou a maior média, porém nao diferiu estatisticamente dos demais tratamentos com
presenca de Al na solucdo. A menor porcentagem de area marcada pelo corantes ocorreu no
tratamento sem o Al, porém nao diferiu estatisticamente dos tratamentos com 150 e 600 uM de
Al (Tabela 8)
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Tabela 8. Porcentagem da area lignificada nos tecidos das raizes de caju-de-arvore-do-cerrado
(Anacardium othonianum Rizz.) submetidas a diferentes concentrac6es de aluminio em solucéo
nutritiva simples aos 48 dias.

Concentragéo de Al (UM) Area (%)
0 4,06 b

150 11,42 ab

300 16,71 a

600 11,41 ab

1200 22,12 a

Significativo a 1% de probabilidade pelo teste de F. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV (%) = 33,66.

A fluorescéncia verde do morin-Al indicou a presenca de aluminio em algumas células
parenquimatica, mas principalmente no floema das raizes das plantulas mantidas em solucéo
nutritiva com Al (Figura 23). A figura 23 A, mostra um corte transversal da raiz de caju do
tratamento sem aluminio, constando-se quase auséncia de fluorescéncia verde do morin-Al. Ja
nos tratamentos com Al, como demonstrado nas figura 23 B até F, constatou-se forte
fluorescéncia verde do morin-Al nos tecidos vasculares, principalmente no floema, e algumas
células parenquimaticas, como destacado na Figura 23 F. A fluorescéncia foi mais acentuada
nos tecidos das raizes do tratamento com 1200 uM de Al, indicando a maior concentracao desse
elemento nas raizes desse tratamento. A presenca desse metal no interior de células vasculares,
tais como as células do floema, pode indicar algum mecanismo de transporte para outras partes
do corpo vegetal. Destaca-se ainda a autofluorescéncia azul observada na endoderme e xilema
das raizes apenas nos tratamentos com aluminio. A autofluorescéncia azul revelada em luz
ultravioleta indica a presenca de lignina nesses tecidos, confirmando que o aluminio estimula a
lignificacdo dos tecidos das raizes, assim como também foi constatado no experimento anterior
realizado com floroglucionol e indicado anteriormente na figura 22 e tabela 8.
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Figura 23. Micrografias de fluorescéncia de cortes transversais de raizes de plantulas de caju-
de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) tratados com o fluorocromo morin apés
terem sido mantidas em solucdo nutritiva simples com diferentes concentragdes de aluminio. A
fluorescéncia verde do morin-Al indica a presenca de aluminio nos tecidos dos diferentes
tratamentos, sendo: A —sem Al; B — dose 150 uM de Al; C - dose 300 uM de Al; D - dose 600
UM de Al e E - dose 1200 uM de Al; F — detalhe da fluorescéncia em uma célula
parenquimatica. En: endoderme; FI: floema; Pa: parénquima; Xi: xilema. A até E com barras
de 100 um e F com barra de 40 um.

Conforme indicado na tabela 9, a porcentagem da area marcada pelo morin aumentou
conforme incremento das doses de aluminio, sendo que a maior média foi de 14,94% obtida no
tratamento com 1200 uM de Al e diferiu estatisticamente de todos os demais tratamentos,
seguido dos tratamentos com 600 e 300 uM que forma iguais estatisticamente e do tratamento
com 150 uM que diferiu estatisticamente dos demais. Ja a menor média foi igual a 2,48 %,
observada no tratamento sem o Al e também diferiu estatisticamente dos demais tratamentos.
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Tabela 9. Porcentagem da area marcada pelo fluorocromo morin em cortes transversais das
raizes de caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) submetidas a diferentes
concentracdes de aluminio em solugéo nutritiva simples aos 48 dias.

Concentracao de Al (UM) Area (%)
0 2,48 d
150 4,33 ¢
300 6,35 b
600 7,62b
1200 14,94 a

Significativo a 1% de probabilidade pelo teste de F. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV (%) = 7,55.

4.1.4.2. Plantulas crescidas em solugdo nutritiva completa

Os cortes dos apices radiculares corados com azul de toluidina revelaram no tratamento
sem aluminio raizes mais delgadas (Figura 24 A), com meristemas apicais constituidos por
pequenas células meristematica justapostas com nucleo bem evidente, além disso, as células
apresentaram vacuolos extremamente pequenos distribuidos no citoplasma que ocupa uma
grande area celular (Figura 24 B). Ja nos tratamentos com aluminio, observou-se raizes mais
grossas (Figura 24 C e E; Figura 25 A), com excecdo das raizes provenientes do tratamento
com a maior dose, que foi mais delgada que a dos demais tratamentos com Al (Figura 25 C).
Nos tratamentos com Al, também constatou-se que as células meristematicas foram mais largas,
com vacuolos grandes e numerosos € menor nimero de ndcleos por unidade de area, além da
presenca de espacos intercelulares (Figuras 24 C, D, F e Figura 25 B e D).
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Figura 24. Micrografias 6ticas de cortes longitudinais de raizes de plantulas de caju-de-arvore-
do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) corados com azul de Toluidina apds terem sido
mantidas em solug&o nutritiva completa com diferentes concentra¢fes de aluminio por 35 dias,
sendo os tratamentos: A e B — Sem Al; C e D — dose 150 uM de Al; E e F - dose 300 uM de
Al. As Fotos da esquerda demonstram o engrossamento dos apices radiculares com o aumento
das concentragdes de Al, enquanto que as fotos da direita demonstram o aspecto das células
meristematicas nos diferentes tratamento. A, C e E com barras de 200 um; B, D e F com barras

de 20 um.
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Figura 25. Micrografias Oticas de cortes longitudinais de raizes de plantulas de caju-de-arvore-
do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) corados com azul de Toluidina apds terem sido
mantidas em solucdo nutritiva completa com diferentes concentracdes de aluminio por 35 dias,
sendo os tratamentos: A e B — dose 600 uM de Al; C e D - dose 1200 uM de Al. As Fotos da
esquerda demonstram o0 engrossamento dos 4apices radiculares com o0 aumento das
concentragfes de Al, enquanto que as fotos da direita demonstram o aspecto das células
meristematicas nos diferentes tratamento. A e C com barras de 200 um; B e D com barras de
20 pm.

A andlise de variancia das medidas do didmetro das pontas das raizes, das dimensGes
das células meristeméticas e densidade de nulcleos, com exce¢do do comprimento celular,
demonstrou efeito significativo dos tratamentos (Tabela 10). Para o didmetro dos apices
radiculares, a menor média ocorreu no tratamento sem Al, seguido da maior dose (1200 uM),
porém ndo diferiram estatisticamente entre si. J&4 o maior didmetro, ocorreu no tratamento com
600 uM, porém ndo diferiu estatisticamente dos demais tratamento com Al.

A maior média de largura celular ocorreu no tratamento com 300 pM e a menor média,
no tratamento com 1200 UM e no tratamento sem Al. As maiores médias para area celular
também foram observadas no tratamento com 300 uM, mas ndo diferiu estatisticamente dos
demais tratamentos com Al; ja as menor média ocorreu no tratamento sem Al, porém néo diferiu
estatisticamente dos tratamentos com 150, 600 e 1200 uM. Para o perimetro, a menor média
ocorreu no tratamento sem Al, e foi igual estatisticamente as médias obtidas na duas maiores
concentracfes do metal; j& a maior média ocorreu no tratamento com 300 uM de Al e foi igual
estatisticamente as médias obtidas nos tratamentos com 150 e 600uM.

A maior densidade de nlcleos no meristema apical ocorreu na auséncia de Al na solucéo
nutritiva. Os tratamentos com Al obtiveram médias menores e ndo diferiram estatisticamente
entre si.
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Tabela 10. Diametro da ponta das raizes e analise micromorfométrica das células do meristema
apical das raizes de caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) submetidas a
diferentes concentracdes de aluminio em solucdo nutritiva completa.

Diametro " Densidade de
Conc.de daponta Comprimento Largura  Area  Perimetro nticleos
i ns *% 2\ *% *%
Al (uM) (dua n:?’!‘i (Hm) (Mm)** (um?) (1m) (NUcleos/mm2)*
0 479,56 b 10,15 11,72¢ 122,24b 4461c 3,82a
150 728,33 a 10,85 19,25b 216,64ab 61,80 ab 257 b
300 720,97 a 12,45 27,25a 34792a 78,12a 1,84 b
600 763,71 a 14,34 17,92b 223,06ab 61,45 abc 1,69 b
1200 656,77ab 13,82 16,5bc 205,43ab 59,20 bc 2,29b
CV (%) 14,09 17,81 15,04 29,48 12,87 18,82

" Nao significativo, * e **Significativo pelo teste F, a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente. As médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

A fluorescéncia verde do morin-Al indicou a presenca de aluminio nos apices
radiculares nos tratamentos com Al. Com excec¢éo do tratamento sem Al, onde houve auséncia
de fluorescéncia pelo morin-Al (Figura 26 B), os demais tratamentos apresentaram células com
fluorescéncia verde, indicando a presenca do Al no interior dos apices radiculares (Figura 26 D
e F; Figura 27 B e D). A Figura 27 E apresenta em destaque nucleos com forte fluorescéncia
pelo morin-Al, além do citoplasma com fluorescéncia mais fraca. J& o uso do DAPI revelou
um grande namero de nucleos, através da fluorescéncia azul, na auséncia de aluminio (Figura
26 A), enquanto que nos demais tratamentos a quantidade de ndcleos e intensidade da
fluorescéncia foi menor, caracterizando uma reducdo na quantidade de DNA, principalmente
nas duas maiores concentracdes de aluminio (Figura 26 C e E; Figura 27 A e C).
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Figura 26. Micrografias de fluorescéncia de cortes longitudinais de raizes de plantulas de caju-
de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) tratados com os fluorocromos DAPI
(fotos da esquerda) e morin (fotos da direita) apds terem sido mantidas em solugdo nutritiva
completa com diferentes concentracdes de aluminio por 35 dias, sendo: Ae B —Sem Al; Ce D
- dose 150 uM de Al; E e F - dose 300 uM de Al. A fluorescéncia verde indica a presenca de
aluminio e a azul a presenca de DNA. A, C e E com barras de 100 um; B, D e F com barras de

50 um.

42



Figura 27. Micrografias de fluorescéncia de cortes longitudinais de raizes de plantulas de caju-
de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) tratados com os fluorocromos DAPI
(fotos da esquerda) e morin (fotos da direita) apds terem sido mantidas em solugdo nutritiva
completa com diferentes concentrac@es de aluminio por 35 dias, sendo: A e B — dose 600 uM
de Al; C e D - dose 1200 uM de Al. A figura E apresenta destaque em maior aumento mostrando
fluorescéncia verde no ndcleo e citoplasma das células meristematicas. A cor verde indica a
presenca de aluminio e a azul a presenca de DNA. A e C com barras de 100 um; B e D com
barras de 50 um.

A andlise de variancia dos dados de porcentagem da area marcada pelos fluorocromos
nas raizes de A. othonianum Rizz. é apresentada na tabela 11. Os resultados demonstraram que
nos tratamentos com as duas maiores concentragdes de Al, obteve-se a maior area marcada pelo
morin. Por outro lado, as menores médias foram obtidas nos tratamentos sem Al e na menor
concentracdo (150 uM), sendo iguais estatisticamente.

O DAPI marcou uma maior area nos cortes obtidos das raizes de plantulas cultivas sem
Al, enquanto que as menores médias foram observadas nas trés maiores concentracdes desse
metal. Dessa forma, os resultados indicam que o aumento das concentracGes de aluminio
proporcionaram a maior distribuicdo do metal por unidade de area nos tecidos, conforme foi
observado nos resultados obtidos com o morin. Ja a reducdo da area marcada pelo DAPI a
medida que se aumentou as concentracdes de aluminio pode indicar um efeito genotoxico do
metal nas células de A. othonianum Rizz., inibindo o processo de replicacdo e
consequentemente a diviséo celular.
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Tabela 11. Porcentagem da area e intensidade de fluorescéncia dos fluorocromo Morin e DAPI
em raizes de caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) submetidas a
diferentes concentracdes de aluminio em solucdo nutritiva completa.

Concentracéo de Al (uM) Area (%) Morin Area (%)DAPI
0 0,71c 16,63 a
150 1,50 bc 8,25 b
300 2,880 6,61 bc
600 555a 2,19c¢c
1200 6,59 a 3,20 ¢c
CV (%) 27,45 29,91

Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A razdo morin/DAPI aumentou com o incremento das concentra¢@es de aluminio. Pela
analise de regressdo, constatou-se que a maior média igual 4,04 para a concentracdo de 934,11
uM de Al (Figura 28).
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Figura 28. Razdo Morin/ DAPI da porcentagem da area marcada nos apices radiculares caju-
de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) submetidas a diferentes concentraces

de aluminio em solucdo nutritiva completa. Significativo ao nivel de 5% de probabilidade. CV
(%) = 64,64.

4.1.5. Taxa de emergéncia e indice de velocidade de emergéncia de plantulas de
Anacardium othonianum Rizz. submetidas ao stress por aluminio.

As plantulas de A. othonianum Rizz., apresentaram diferencas quanto a sua morfologia,
guando comparadas as plantulas cultivadas em substrato com e sem Al. As plantulas cultivadas
sem Al apresentaram maior vigor, com folhas bem expandidas e com coloragdo intensa,
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epicotilo e raizes com maior comprimento, quando comparado aos demais tratamentos.
Também foi observado que de acordo com o aumento das dosagens de Al, as plantulas
apresentaram menor comprimento total, assim como no sistema radicular (Figura 29).

Y Y AT

Figura 29. Avaliacdo do efeito de diferentes concentracdes de aluminio na emergéncia e indice
de velocidade de emergéncia de caju-de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.).
Aspecto das plantulas obtidas nos diferentes tratamentos. A — Controle; B — dose 150 uM de
Al; C - dose 300 uM de Al; D - dose 600 uM de Al e E - dose 1200 uM de Al.

O percentual de plantulas emergidas foi afetada pela presenca de Al dos tratamentos,
uma vez que as menores médias de emergéncia foram observados nos tratamentos com
diferentes doses desse elemento. O tratamento sem Al apresentou a maior porcentagem de
emergéncia, a qual foi cerca de 50% maior que os demais tratamentos.

Na anélise de regressao, ajustou-se 0 modelo quadratico tanto para porcentagem de
emergéncia, quanto para o indice de velocidade de emergéncia, constatando quedas nas médias
com o aumento nas doses de Al até a concentracdo mais elevada, onde houve um pequeno
incremento dos indices. Para os dados de porcentagem de emergéncia, de acordo com a
equacdo, o menor percentual foi igual a 19,72% para uma concentracdo de 738,19 uM de Al
(Figura 30). J4, para o indice de velocidade de germinacdo, a menor média foi igual a 0,143
para a concentragdo de 707,12 uM de Al (Figuras 31).
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Figura 30. Andlise de regressdo da porcentagem de emergéncia das plantulas de caju-de-
arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) em resposta a diferentes concentracdes de
aluminio aos 30 dias. *Significativo ao nivel de 5% de probabilidade. CV (%) = 32,86.
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Figura 31. Analise de regressao do indice de velocidade de emergéncia das plantulas de caju-
de-arvore-do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) em resposta a diferentes concentracdes
de aluminio aos 30 dias. **Significativo ao nivel de 1% de probabilidade. CV (%) = 34,30.

Plantulas cultivadas em substrato sem Al apresentaram maior comprimento da parte
aérea (10,23 cm), enquanto que as menores médias foram observadas nos tratamentos com 600
uM e 1200 uM, com médias iguais a 7,96 e 8,84 cm, respectivamente. Na analise de regressao,
0 modelo que melhor se ajustou a distribuicao dos dados foi o cubico e indicou, de acordo com
a equacdo, que o menor comprimento da parte aérea ocorreu na concentracao de 1103,49 uM
de Al com média igual a 4,95 cm, enquanto que na concentracdo de 83,83 uM de Al obteve-se
0 maior comprimento com média igual a 10,25 cm (Figura 32).
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Figura 32: Andlise de regressdo do comprimento da parte aérea de plantulas caju-de-arvore-
do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) submetidas a diferentes concentra¢des de aluminio
aos 30 dias. **Significativo ao nivel de 1% de probabilidade. CV (%) = 5,98.

Para o sistema radicular, o0 maior comprimento também foi observado na auséncia do
Al, sendo ao maior média igual a 5,95 cm, e a menor média foi igual a 1,94 cm na maior dose
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avaliada (1200 uM); constando-se uma reducdo com diferenca de 67,44% no comprimento
radicular, comparado ao tratamento sem Al. Na analise de regressao, o modelo quadrético foi
0 que melhor se ajustou a distribui¢éo dos dados, obtendo o maior coeficiente de determinacéo
e indicou, de acordo com a equacgdo, a menor média para 0 comprimento da raiz igual 1,23 cm
quando as plantulas séo cultivadas em solucdo nutritiva com concentracao de Al igual a 832,25
uM (Figura 33). Portanto, pode-se constatar uma interferéncia do aluminio no crescimento das
raizes, uma vez que plantulas cultivadas sem esse metal apresentaram medias superiores de
crescimento, mostrando mais uma vez a inibigdo do crescimento causada pelo Al.
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Figura 33: Andlise de regressdo do comprimento da raiz de plantulas caju-de-arvore-do-
cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) submetidas a diferentes concentrac@es de aluminio aos
30 dias. **Significativo ao nivel de 1% de probabilidade. CV (%) = 17,77.

Assim como para o comprimento de parte aérea e raiz, plantulas cultivadas sem Al
apresentaram as maiores médias de peso seco da parte aérea e peso seco da raiz, comparados
aos demais tratamento, sendo que a maior dose foi a que proporcionou as menores médias,
conforme analise de regressdo. De acordo com as equacdes, atingir-se-ia zero de massa seca na
parte aérea e raiz nas concentracdes de aluminio iguais a 2738,47 e 1739,19 uM de Al,
respectivamente (Figuras 34 a 35).
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Figura 34. Andlise de regressdo da massa seca da parte aérea de plantulas caju-de-arvore-do-
cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) submetidas a diferentes concentracdes de aluminio aos
30 dias. **Significativo ao nivel de 1% de probabilidade. CV (%) = 18,83.
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Figura 35. Analise de regressao da massa seca da raiz de plantulas caju-de-arvore-do-cerrado

(Anacardium othonianum Rizz.) submetidas a diferentes concentrac@es de aluminio aos 30 dias.
**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade. CV (%) = 25,99.

4.2. Discussao

4.2.1 Avaliacao do crescimento radicular em solucéo nutritiva simples e completa

De acordo com Matsumoto et al. (2000), a rapida resposta da raiz ao aluminio indica
que num primeiro momento esse elemento inibe a expansao e elongacéo das células das raizes,
e depois a divisdo celular também passa a ser inibida. O sitio da toxicidade do Al esta localizado
no apice daraiz, desta forma, se este é afetado, o crescimento radicular ¢ inibido. Por esta razdo,

48



na maioria das pesquisas com aluminio, o comprimento radicular € usado como parametro de
andlise de toxicidade (SIVAGURU et al., 1999).

A. othoniaum Rizz. apresentou menor crescimento radicular quando cultivado em
solugdo nutritiva simples ou completa com aluminio, sendo constatado queda nas taxas de
crescimento radicular a partir na menor concentracdo utilizada, que foi de 150 uM de Al .
Porém, como demonstrado no experimento com solucdo nutritiva simples, com 30, 40 e 48 dias
de cultivo, no tratamento com 150 uM, o crescimento radicular foi estatisticamente igual ao do
tratamento sem Al. Esse resultado indicou que a espécie apresenta maior tolerancia ao Al nessa
concentracdo. Resultados semelhantes foram observados por Fortunato e Nicoloso (2004), que
avaliaram os efeitos do AI** no crescimento de plantulas de gréapia (Apuleia leiocarpa) por 11
dias e observaram que as plantas jovens so tolerantes a presenca de AI** no substrato de cultivo
até a concentracio de 10 mg L, sendo constatado fitotoxidez nas concentragdes maiores.
Resultados similares também foram obtidos por Basso et al. (2000) em plantulas de Adesmia
submetidas a doses de aluminio em solugéo nutritiva.

No experimento com solugdo nutritiva completa, as médias das taxas de crescimento
radicular nos tratamentos com aluminio foram em geral menores e iguais estatisticamente entre
si, quando comparadas ao tratamento sem esse elemento, demonstrando, assim como no
experimento com solucdo nutritiva simples, efeito fitotoxico do aluminio. Porém, a queda nas
taxas de crescimento e elongacdo radicular, foram mais acentuadas na solugdo completa que na
solucdo simples.

De modo geral, a composi¢do da solugdo nutritiva interfere na atividade fitotoxica dos
ions de aluminio em solucdo devido sua interagdo com os radicais anidnicos, formando
complexos soltveis. Deste modo, com uso de solugcfes simples pode-se identificar melhor os
efeitos da toxidez pois o aluminio estard mais disponivel na solucdo (ROSSIELLO & JACOB
NETO, 2006). Além disso, alguns componentes da solucdo nutritiva completa, nas
concentracdes utilizadas, podem ter contribuido, juntamente com o aluminio, na reducdo do
crescimento radicular. Haag et al. (1975) avaliou o efeito da deficiéncia de diferentes
macronutrientes na espéecie comercial de cajueiro (Anacardium occidentale L.), e constataram
que a espécie é exigente em K, e que na omissdo de Ca e/ou Mg, as plantas absorveram
guantidades maiores de K, desenvolvendo-se mais, além disso, indicaram que os niveis de Ca
e Mg nas solugdes utilizadas inibiram seu crescimento. Dessa forma, possivelmente as
concentracdes de alguns nutrientes na solucdo nutritiva completa podem também ter
prejudicado o crescimento do caju-de-arvore-do-cerrado.

A elongacdo radicular relativa € um dado importante usando pelos pesquisadores para
retirar o natural crescimento que as raizes tém em condi¢des normais de desenvolvimento do
crescimento anormal sofrendo um processo fitotoéxico do aluminio (ROSSIELO & JACOB-
NETO, 2006). Porém, ela preconiza que o efeito da toxidez que esta ocorrendo no tratamento
com aluminio seja devido somente a esse elemento, ndo podendo sofrer interferéncias de outros
efeitos negativos no crescimento radicular (KINREIDE, 1985).

A elongacéo radicular relativa das plantulas de A. othonianum Rizz. foi menor nos
tratamentos com aluminio, nas duas solucdes nutritivas avaliadas. Esse resultado € semelhante
ao de Braccini et al. (2000), que observaram que a elongacéo radicular em genotipos de café
foi afetada pelo aluminio, assim como Marin & Santos (2008) que também observaram efeitos
desse metal no sistema radicular de plantas de guandu. Resultados similares também foram
obtidos por Batista et al. (2013) trabalhando com milho, Macedo et al. (2011), trabalhando com
Pinhdo-Manso; e Pereira et al. (2008), trabalhando com sorgo; onde constaram que o Al reduziu
0 crescimento das raizes.

A queda nas taxas de crescimento radicular e elongacdo radicular relativa nos
tratamentos com Al nas solucGes nutritivas avaliadas, indicam que esse elemento € um fator
limitante no crescimento de A. othonianum Rizz., provocando redugdo no crescimento
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radicular, o que faz com que a planta explore menos volume de solo, 0 que consequentemente
afeta a absor¢éo de &gua e nutrientes, prejudicando dessa forma o seu desenvolvimento normal.
Esses dados corroboram com o trabalho de Naves (1999), que associou a distribuicéo restrita
dessa especie no cerrado brasileiro as caracteristicas do solo, onde as plantas mais
desenvolvidas (maior area basal) ocorrem com a diminuicéo da saturacdo em aluminio no solo.

Oliveira (2012), avaliou a tolerancia ao aluminio em diferentes variedade de cana-de-
acucar e constatou que para a maioria das variedades avaliadas, a inibicdo do crescimento
radicular ocorreu em concentra¢des altas de aluminio, sendo que na variedade “93090432” a
completa paralizacdo do crescimento radicular ocorreu em concentracdes superiores a 3000 UM
de Al. Em espécies arbdreas também sdo relatados efeitos toxicos do aluminio quando em
concentracgdes altas, como por exemplo, observado por Nascimento (1998) que avaliou o efeito
do aluminio no crescimento do angico-vermelho.

Outra espécie que tem seu crescimento e produtividade reduzidos pelos efeitos do
aluminio é Anacardium occidentale L., uma espécie comercial de cajueiro. Em documento
publicado pelo Embrapa Agroindustria Tropical, Aquino et al. (2004) afirmam que o
decréscimo da produtividade dos pomares dessa espécie de cajueiro no estado do Piaui, de 570
kg.ha-1 de castanha em 1978, para 220 kg ha-1 de castanha em 2002, esta relacionado, dentre
outros fatores, a toxidez de aluminio e a baixa fertilidade dos solos onde est4 sendo cultivado,
recomendando a incorporacdo de calcario afim de se minimizar esses efeitos. Segundo Ramos
et al., (1994), 91% dos solos dessa regido sdo fortemente &cidos a extremamente &cidos e que
o aluminio trocavel, na microrregido Alto Parnaiba tem os maiores niveis, com mais de 1,0
cmolc dm-3 em 62% dos solos estudados e com pH inferior a 4,3. Dessa forma, apesar de
Anacardium occidentale L. se estabelecer em solos acidos com altas concentracdes de aluminio,
seu crescimento e produtividades sdo prejudicados. Nossos resultados indicam que A.
othonianum Rizz. tem comportamento similar, uma vez que o aluminio afetou seu crescimento
e absorcgéo de nutrientes.

Com relagdo ao aspecto visual das pléntulas de A. othonianum Rizz. cultivado nas
solugdes com aluminio, sintomas similares aos obtidos no presente trabalho foram observados
por Scheffer-Basso et al. (2000), trabalhando com duas espécies do género Adesmia quando
submetidas a doses de aluminio em solucdo, sendo também demonstrando engrossamento e
tortuosidade das raizes.

As alteracbes na coloracdo das raizes e o aparecimento de manchas amareladas nos
apices radiculares observados nesse trabalho, também estdo de acordo com as informacdes de
Peixoto et al. (2007). Segundo esses autores, as raizes apresentam engrossamento e
amarelamento nas pontas, degeneradas, tortuosas, com ramificaces secundarias, escuras em
parte pela oxidacdo de compostos fendlicos.

Lenoble et al. (1996) relataram também que os danos causados pelo Al*® podem ser
prevenidos pelo boro, micronutriente relacionado a biossintese de compostos fendlicos. O
acumulo de compostos fendlicos e 0 aumento na atividade da polifenoloxidase resultam na
producdo de intermediarios reativos que, indiretamente, podem intensificar a producdo de
radicais livres (SAKIHAMA & YAMASAKI, 2002). Apds tratamentos prolongados com Al*3,
as raizes das plantas tornam-se escuras, o que, em parte, é decorrente da oxidagdo de compostos
fenolicos (CAKMAK & HORST, 1991).

4.2.2. Efeitos do aluminio na absorcéo de elementos minerais

Pesquisas tém demostrado que o Al no meio de crescimento pode influenciar na
absorcgéo de nutrientes, principalmente de P, Ca e Mg (LOPEZ-BUCIO et al., 2000). Fato esse
também observado no presente estudo, onde constatou-se que o aluminio diminuiu a absorgéo
da maioria dos nutrientes nas plantulas, tendo a seguinte ordem de reducdo nas raizes:
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P>Ca>Mg>N para os macronutrientes e Fe>Cu para os micronutrientes; nas folhas a reducéo
seguiu a ordem: Ca>Mg>P. Por outro lado, as maiores concentra¢des de aluminio aumentaram
os teores de N e K nas folhas e Mn nas raizes. Os teores de K nas raizes, e Fe, Cu e Mn nas
folhas, ndo foram afetados pelas concentragdes de aluminio.

Onthong e Osaki (2006), avaliaram as adaptacdes de diferentes espécies de plantas
tropicais em solos &cidos, dentre elas, Anacardium occidentale L., e constataram que o aluminio
reduziu as concentracdes de N, P, K, Ca e Mg nas raizes dessa espécie comercial de cajueiro.
O percentual de queda nos teores desses elementos foram similares ao observado no presente
estudo com A. othonianum Rizz.

De acordo com Faquin e Vale (1991) e Malavolta et al. (1997), o aluminio, quando na
forma soltvel, além de causar fitotoxidez nas plantas, compete com outros cations,
principalmente Ca e Mg, pelos mesmos sitios de absor¢do no complexo de troca. Dessa forma,
a reducdo na absorcédo desses ions na presenca de aluminio na solugéo possivelmente ocorreu
em funcdo do aluminio bloquear o canal iénico responsavel pela absor¢do desses elementos,
devido a semelhanca entre o raio i6nico desses ions. Resultados com a mesma tendéncia foram
constatados por Tecchio et al. (2005) em videira e Lin (2010) em abacaxi; Ribeiro et al. (2013)
em cacaul.

O maior teor de P nas raizes, comparado ao obtido nas folhas, pode ser explicado,
segundo Giannakoula et al. (2008), devido ao fato do Al precipitar com o P no apoplasto da
raiz, reduzindo a translocacao desse elemento para a parte aérea. Ja, uma maior concentracdo
de P apenas nos tratamentos com doses baixas de Al, como observado no presente estudo, pode
caracterizar um mecanismo de desintoxicacdo interna. Zheang et al. (2005) trabalhando com
duas cultivares de trigo, uma tolerante e outra sensivel ao Al, constataram que a maior
resisténcia ao Al no trigo estava relacionada a capacidade da cultivar tolerante em imobilizar e
desintoxicar o Al pelo fésforo nos tecidos da raiz. A cultivar tolerante teve concentracdes de P
e Al nas raizes significativamente maiores que na cultivar sensivel, enquanto que a capacidade
de secrecédo de acidos organicos aluminio dependente foi igual para ambas as cultivares.

Com relacdo ao nitrogénio, Tecchio et al. (2005) também constaram aumentos nas
concentracdes desse elemento em porta-enxerto de videira IAC 572 “Jales”, cultivadas em
solucdo nutritiva nas concentracdes mais baixas de Al, com queda nas concentracdes mais
elevadas do metal, ajustando-se um modelo de regressao quadratico.

Shamsi et al. (2007) também observaram que com a adicdo de Al ao meio nutritivo
houve reducdo na concentracdo da maioria dos nutrientes nas raizes e parte aérea de soja; porém
K, Mn aumentaram. Por outro lado, Giannakoula et al. (2008) verificaram que a concentracao
de K nas raizes e parte aérea das duas linhagens diminuiu em tratamento com Al, sendo mais
pronunciado na linhagem sensivel do que na tolerante.

Silva, (2012) afirma que as diferencas na absor¢do de nutrientes, acumulagdo e
translocacdo sdo evidentes entre as espécies de plantas e dentro de uma mesma espécie. Porém,
uma vez que cada autor utilizou diferentes concentragcdes de Al, diversas formulagdes de
solucdo nutritiva e tempos variados de exposicdo, é dificil fazer um modelo geral e preciso de
desequilibrios nutricionais causados pelo Al.

4.2.3. Efeito do aluminio na anatomia dos apices radiculares das plantulas de
Anacardium othonianum Rizz. crescidas em solucédo nutritiva simples e completa

AlteracBes anatdbmicas provocadas pelo aluminio também foram observados por
Wagatsuma et al. (1995), em raizes de ervilha, por Delima e Copeland (1994), em raizes de
trigo, e por Lenoble et al. (1996), em raizes de abobora. Nos tratamentos com Al*3 ocorreu
engrossamento dos apices radiculares, sintoma também relatado por Delhaize e Ryan (1995) e
por Sasaki et al. (1996) em trigo. O espessamento, aparentemente, € causado pela inibi¢do do
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alongamento celular (SASAKI et al.,, 1996). Segundo Grabski e Schindler (1995), o
enrijecimento da rede de filamentos de actina, provocado pelo Al*3, interfere na divisao celular,
0 que também contribui para a ocorréncia desses espessamentos.

Neste trabalho foi observado o aspecto desorganizado da regido correspondente ao
meristema apical e espessamento de camadas celulares correspondentes a coifa também séo
relatados na literatura. Esta regido, segundo alguns autores (BENNET & BREEN, 1991; RYAN
etal., 1993; ELEFTHERIOU et al., 1993), é a mais afetada pelo Al*® sob condicdes de estresse.
Segundo esses autores, nas raizes mantidas sob condi¢Ges de estresse ocorrem alteracdes
morfoestruturais, especialmente no tamanho da zona meristematica, além de danos nas células
epidérmicas e em células internas do cortex, que podem se destacar, distorcer e até mesmo
colapsar, sintomas similares aos observados no presente trabalho.

Alguns pesquisadores apontam ainda que tais lesGes radiculares provocadas pela
toxicidade do aluminio podem causar uma desorganizacdo das estruturas e das fungdes das
membranas, paralisacéo da sintese de DNA e das mitoses, enrijecimento das paredes celulares,
reducdo no alongamento celular e distdrbios na assimilacdo e no metabolismo mineral nos
apices das raizes, com reflexo direto na nutricdo da planta (ELEFTHERIOU et al., 1993;
DELHAIZE & RYAN, 1995).

Delima e Copeland (1994) indicam que os efeitos sobre as células meristematicas como,
por exemplo, as reducdes no crescimento das raizes, tornam-se evidentes apenas ap0s exposi¢ao
mais prolongada ao Al*3. Dessa forma as alteragdes simultaneas no alongamento e na espessura
celular sugerem que os efeitos do Al*3, direta ou indiretamente, afetam diversos processos
relacionados a expansdo celular (NICHOL et al., 1993). Essas informagdes corroboram que o
presente estudo, onde foi constatado efeito no aluminio na diminuicdo das dimensdes celulares,
principalmente nas duas maiores concentracdes avaliadas. Além disso, outra evidencia aponta
para que a inibicdo do elongamento celular pode ser devido ao resultado de, pelo menos em
parte, alteracfes nas células da coifa, que agem como sensores do estresse ambiental
(MARSCHNER, 1991). A. othonianum Rizz. respondeu aos efeito do Al produzindo uma coifa
mais espessa nos tratamentos com as duas maiores concentracfes de Al.

No final dos anos 70, Naidoo et al. (1978) constataram que muitas destas alteracdes séo
consequéncias do alto acimulo de Al no nucleo das células, conforme foi observado por esses
pesquisadores utilizando a técnica de microanalise por raios X. Ja, Qin etal. (2013) constataram
alteracdes na localizacdo celular e expressao de proteinas nucleolares em células da ponta da
raiz de Allium cepa var. agrogarum L. submetidas a stress com Aluminio. O estudo indicou que
Al tem efeitos toxicos sobre Ag-NOR proteinas, nucleofosmina e nucleolin e outros tipos de
proteinas nucleolares.

O aumento da producdo de compostos fenolicos pode estar associado ao efeito toxico
do aluminio no sistema radicular como um mecanismo de tolerancia. Barcel6 et al. (2002)
observaram que alguns compostos fendlicos podem formar complexos estaveis com o Al*3,
contribuindo para a sua desintoxicagdo nos tecidos. A lignina, avaliada no presente estudo, é
um composto fendlico que contribui para a reducdo dos danos causados pelo Al*3, o que
possivelmente ocorre devido ao consumo de compostos fendlicos e de H»O> durante a sua
deposicédo na parede celular (SASAKI et al., 1996). Sakihama e Yamasaki (2002), por sua vez,
ressaltaram que, sob condicOes de estresse, compostos fenolicos podem atuar como
antioxidantes e, em contraste, também, como moléculas pré-oxidantes, num dualismo de acao
ja observado para outras substancias.

Xue et al. (2008), avaliando o efeito bioquimico de 6xido nitrico exdgeno e acido metil
jasmonico para investigar as propriedades de sinal e de sintese de lignina sob stress com Al em
Cassia tora, constatando que a aplicacdo do acido metil jasménico em 10 uM promovia
sensibilidade da raiz para o Al ativando atividade da peroxidase apoplastica e
consequentemente acumulo de H20: e lignina, enquanto a agdo oposto, foi encontrado para
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oxido nitrico. Dessa forma, conforme reforcado por esses estudos, o Al pode estimular a
producdo de lignina nas plantas, fato esse também contatado no presente estudo.

Muitas mudangas estruturais resultantes do efeito toxico do Al também foram
observadas nas células meristematicas da raiz de A. othonianum Rizz. mantidas em solucéo
nutritiva completa, como o aumento do tamanho e nimero de vacuolos que passam a ocupar
significativamente o citoplasma. Esse processo de vacuolizacdo do citoplasma pode estar
relacionado ao aumento das concentracdes de aluminio na solugdo nutritiva, como um
mecanismo de desintoxicacdo atraveés do sequestro do aluminio presente no citosol para o
interior do vacuolo onde pode ser complexado a acidos organicos. De acordo com Kochian et
al. (2004) esse ¢ um dos mecanismos de desintoxicacdo interna que ocorre em plantas
tolerantes.

Além de alteracBes no interior das células, também séo relatados efeitos do aluminio na
parede celular, como no presente estudo onde observou-se que as células das raizes nos
tratamentos com as maiores concentragdes de Al apresentaram parede celular tortuosa ou
colapsada. Segundo Horst et al. (2010) a parede celular desempenha importantes papéis na
manifestacdo e percepcdo da toxicidade ao aluminio.

Bello et al. (2012), avaliou o efeito do aluminio na divisdo e alargamento celular em
plantulas de arroz de diferentes variedades. De acordo com os autores, os resultados
evidenciaram que o aluminio provocou uma aumento na largura e intensa vacuolizacdo das
células do meristema fundamental e que a reducdo no comprimento radicular foi causado em
primeiro lugar por uma inibicdo da divisdo celular. Na avaliacdo do indice mitdtico, como
indicador de crescimento, demostrou-se um efeito importante neste processo, e que houve
reducdo na porcentagem das células na fase mitética na presenca do ion.

Conforme exposto acima, este processo sugere que o aluminio pode afetar alguns
elementos na interfase que impediria a entrada das células na fase mitética. Essas informac6es
corroboram com o presente estudo, onde também ocorreu alargamento das células
meristematicas e reducdo na quantidade de nucleos, provavelmente devido a interferéncia do
aluminio nos processos de divisao celular.

Um dos melhores métodos para rapida deteccéo, localizacdo e distribuicdo do aluminio
nos tecidos vegetais é a utilizacdo de método de fluorescéncia, como a que utiliza o fluorocromo
morin (ETICHA et al., 2005), permitindo detectar aluminio no citoplasma e nucleo celular,
porém ndo é capaz de marcar o aluminio ligado a parede celular ou compartimentalizado no
vacuolo. A ndo coloracéo pelo morin nos vacuolos pode ser atribuida ao fato deste fluorocromo
ndo ser permedvel ao tonoplasto e ndo conseguir detectar aluminio complexado com acidos
organicos (HUANG et al., 2012).

De acordo com Yang et al. (2008), no simplasto, os principais alvos do Al sdo o ATP,
GTP, acidos nucléicos, vesiculas de transporte endossomal e citoesqueleto. Recentemente
Achary et al. (2010) avaliaram o feito genotéxico do aluminio em células de raizes de Allium
cepa, e demonstraram que em altas concentracdes o Al induz danos ao DNA, porém, quando
em pequenas concentracdes, pode proporcionar respostas adaptativas conferindo protecdo
genbmica frente ao risco genotdxico imposto pelo ion. Essas informagfes corroboram que o
presente estudo, onde foi observado que concentragdes crescentes de Al, na solugdo nutritiva,
diminuiram a area marcada pelo DAPI, um fluorocromo utilizado para localizar DNA nas
células. Enquanto que a razdo Morin/DAPI aumentou, indicando que a porcentagem da area
corresponde ao Al e DNA nos tecidos das raizes sdo inversamente proporcionais, visto que com
0 aumento da &rea marcada pelo morin com o incremento das concentragdes de Al na solucéo
nutritiva, tem-se uma reducédo da porcentagem da area marcada pelo DAPI.

Silva et al. (2000) avaliaram a entrada do Al presente em solugdo nutritiva em células
meristematicas das raizes de duas variedades de soja, sendo uma sensivel e outra tolerante,
utilizando técnicas de microscopia de fluorescéncia com o fluorocromos DAPI e lumogallion.
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Os resultados demonstraram que em ambas as variedades, o aluminio se acumulou
principalmente no nucleo das células meristematicas, afetando os processos de diviséo celular
e consequentemente o crescimento radicular, principalmente na variedade sensivel.

Zheng et al. (2005), assim como no presento estudo, detectaram aluminio em células
das raizes de duas cultivares de trigo mantidas por 10 dias em solucdo de AICl3, através da
utilizagdo do morin como marcador fluorescente utilizando microscopia confocal. Trabalhos
semelhantes com morin também localizaram aluminio absorvido em células das raizes de
tabaco (VITORELLO & HAUG, 1996), trigo (TICE et al., 1992), milho (JONES et al., 2006).

A presenca de Al, conforme foi indicado utilizando o fluorocromo morin, através de
microscopia de fluorescéncia, pode indicar que A. othoniaum Rizz. possui algum mecanismo
interno de desintoxicacdo. Segundo Mariano et al. (2005) e Fernandes (2006), esse mecanismo
consiste na planta possibilitar a penetracdo do Al na célula, tendo a sua agéo fitotdxica reduzida
ou mesmo neutralizada por enzimas ou ainda, isolada no interior do vacuolo, local onde ocorre
a complexacao dos cations.

Trabalhando com Anacardim occidentale L., Onthong e Osaki (2006) constataram que
quando as plantas dessa espécie de cajueiro cultivadas em solucdo nutritiva completa com 10
mg L de aluminio e sem fdsforo, as plantas acumularam 0,66 e 3,72 g Kg* de aluminio no
caule e raiz, respectivamente. Além disso, nessas condi¢des, 0 cajueiro aumentou a exsudacao
de 4cido oxalico e a concentracdo de acido citrico nas raizes, indicando que a espécie utiliza-se
desses dois acidos organicos para complexar o Al, externo e internamente na raiz, para
minimizar os efeitos toxicos esse elemento e consequentemente aumentar a aquisicdo de
fésforo.

Haridasan (2008) relaciona diferentes espécies de Melastomataceae, Rubiaceae e
Vochysiaceae nativas do cerrado que permitem a entrada do aluminio nas raizes e transporte
desse metal para outras partes da planta através do floema. Segundo o autor as folhas jovens
dessas plantas podem acumular de 1000 a 4000 mg Kg* de aluminio nas folhas mais jovens.
Essa informacdes corroboram com presente estudo pois constatou-se, através de técnica de
microscopia de fluorescéncia utilizando o morin, a presenca do aluminio no floema de A.
othonianum Rizz. indicam que essa espécie também pode apresentar mecanismos de transporte
desse metal para outras partes da planta.

5.2.4. Taxa de emergéncia e indice de velocidade de emergéncia de plantulas de
Anacardium othonianum Rizz. submetidas ao stress por aluminio.

A germinacdo das sementes pode ser fortemente influenciada pelas condicdes
ambientais, dentre esses fatores esta a presenca de altas concentraces de aluminio em solos
com pH é&cido. Porém, sdo poucas as informacgdes disponiveis na literatura que abordam os
efeitos do aluminio sobre a germinacdo de sementes. Apesar disso, como ja se sabe que 0
aluminio afeta a divisdo celular, sintese de proteinas e parede celular, isso pode indicar um
efeito negativo sobre a germinacdo das sementes.

No presente estudo, foi demostrado que o aluminio reduziu a porcentagem de
emergéncia e velocidade de emergéncia das plantulas de A. othoniaum Rizz., também forma
observados quedas na massa seca da parte aérea e raiz, além do menor comprimento radicular.
Segundo Stefanello et al. (2006), situagOes estressantes que ocorrem durante a fase de
germinacdo podem originar plantulas com menor taxa de crescimento devido apresentarem uma
menor capacidade de transformacéo do suprimento de reserva e menor capacidade de incorpora-
los ao eixo embrionario, resultando dessa forma em um menor acimulo de biomassa. Dessa
forma, o aluminio pode reduzir a germinagdo, uma vez que exerce influéncias sobre o
metabolismo também das sementes, pois as membranas celulares séo afetas quando expostas
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as concentracdes de aluminio, aumentando sua permeabilidade e culminando com o efluxo dos
solutos do interior (Macedo et al., 2008).

Yamashita e Guimaraes (2011) trabalhando com duas espécies de Conyza, também
constataram que a germinacdo dessas duas espécies foram reduzidas pela presenca de aluminio
no substrato, havendo decréscimos significativos a partir de 1,5 cmolc dm para as sementes de
ambas as espécies, enquanto a velocidade de germinagdo foi prejudicada a partir da menor
concentragdo (0,5 cmolc dm) de aluminio testada. Por outro lado Jamal et al. (2006) avaliando
o feito do aluminio e cromo na germinacéo e crescimento de Prosopis juliflora, observaram
que o aluminio e cromo sozinhos ou combinados nao apresentaram efeitos sobre a germinacéo
e biomassa seca da espécie estudada.
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5. CONCLUSOES

O aluminio afetou o crescimento das raizes de caju-de-arvore-do-cerrado em ambas
solugdes nutritivas avaliadas, observando-se quedas nas taxas de crescimento e
elongacéo radicular relativa, sendo constatado fitotoxidez a partir de 150 puM de Al na
solucéo.

O aluminio diminuiu a absor¢do da maioria dos nutrientes nas plantulas, tendo a
seguinte ordem de reduc¢do nas raizes: P>Ca>Mg>N para os macronutrientes e Fe>Cu
para 0s micronutrientes; nas folhas a reducéo seguiu a ordem: Ca>Mg>P. Por outro lado,
as maiores concentracdes de aluminio aumentaram os teores de N e K nas folhas e Mn
nas raizes. Os teores de K nas raizes, e Fe, Cu e Mn nas folhas, ndo foram afetados pelas
concentragdes de aluminio.

As analises micromorfométricas indicaram efeito significativo do aluminio no diametro
dos apices radiculares, comprimento, largura, area e perimetro das células do meristema
apical e parénquima cortical, além de estimular a lignificagdo dos tecidos da raiz e
intensa vacuolizacao das células meristematicas.

A reducdo da area marcada pelo fluorocromo DAPI e marcacgdo pelo morin em regides
do nucleo celular indicaram essa regido como um dos alvos da toxidez do aluminio,
afetando processos de divisdo celular e consequentemente o crescimento das raizes e
absorcéo de nutrientes.

O aluminio reduziu a porcentagem de emergéncia e velocidade de emergéncia das
plantulas, sendo também observado reducdo na massa seca da parte aérea e raiz, aléem
do menor comprimento radicular.

Apesar do aluminio ter reduzido as taxas de crescimento e elongacdo radicular das
plantulas de caju-de-arvore-do-cerrado, o crescimento das raizes ndo foi interrompido
mesmo na maior concentracdo avaliada. Mesmo assim, para essa espéecie, 0
estabelecimento em solos Latossolos com alta concentragcdo de aluminio pode ficar
comprometido, pois o crescimento radicular ficaria limitado.
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