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Perfil metabólico e aspectos ultraestruturais de plantas de Qualea grandiflora Mart. 

(Vochysiaceae) crescidas na presença e ausência de alumínio 

 

Resumo: O alumínio trivalente (Al
+3

) é altamente tóxico e é o principal fator de estresse para 

plantas sensíveis em solos ácidos. Contudo, muitas espécies são bem adaptadas a condições de 

solos ácidos e a elevadas concentrações de Al. Os mecanismos de adaptação das plantas podem 

ser divididos em: a) resistência: exclusão do Al a partir de células do sistema radicular e, b) 

tolerância: entrada e sequestro do Al para os órgãos vegetais. Algumas espécies nativas do 

Cerrado, além de serem acumuladoras de Al, têm baixo desempenho na ausência desse metal. O 

objetivo deste trabalho foi estudar as alterações fisiológicas e metabólicas em Qualea 

grandiflora Mart. crescidas na presença e ausência de Al
+3

, assim como analisar os efeitos 

ultraestruturais nos cloroplastos das plantas. Plantas de Q. grandiflora foram tratadas com e sem 

Al por 90 dias, de forma que o Al foi fornecido sob forma de AlCl3 (200 μM) em solução 

nutritiva 1/5 MS. Foram avaliados parâmetros de comprimento, teores de pigmentos 

fotossintetizantes e teores de Al, Ca, Mg, Fe e P em ambos os tratamentos. Também foi feita a 

comparação da ultraestrutura dos cloroplastos da lâmina foliar e a investigação do perfil 

metabólico foliar no tratamento com e sem Al. Plantas suplementadas com Al apresentaram 

maior crescimento das raízes (32,5%) e parte aérea (16,8%), bem como maiores níveis de 

clorofila (a e b) e carotenoides (24,73 8,27 e 6,20 mg.cm
-2

) comparados ao tratamento sem Al 

(controle). Além disso, o teor foliar de Ca, Mg e P não apresentaram diferenças significativas 

entre os tratamentos. Porém, a concentração de Al e Fe foram menores nas plantas 

suplementadas com o metal comparado ao controle. Nas análises ultraestruturais observou-se 

que a ausência do metal durante o desenvolvimento das plantas levou a desintegração 

progressiva dos cloroplastos. O perfil metabólico revelou maiores concentrações de ácidos 

orgânicos (citrato e oxalato) nas plantas controle, indicando que a tolerância ao acúmulo de Al 

em Q. grandiflora está relacionada com a participação desses ácidos na quelação ao metal. Os 

resultados deste estudo também demonstraram que o Al tem um papel importante no 

metabolismo dessa espécie acumuladora nativa do Cerrado.  

 

Palavras chave: plantas acumuladoras, Vochysiaceae, cloroplastos, ácidos orgânicos 
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Metabolic profile and ultrastructural aspects of Qualea grandiflora Mart. (Vochysiaceae) 

plants grown with and without aluminum 

 

Abstract: The trivalent aluminum (Al
+3

) is highly toxic and a major stress to sensitive plants in 

acid soils. However, many species are well adapted to conditions of acid soils and high Al 

concentrations. Plant Al-adaptation mechanisms are classified as following: a) resistance: it is an 

Al exclusion mechanism in which the root system prevents the entrance of the metal into the 

plant, and; b) tolerance: the Al is uptaken by the plant and its toxic effects are internally 

neutralized. Moreover, some native species from Cerrado, besides accumulating Al, resent its 

absence. Therefore, the objective of this work was to study the physiological and metabolic 

changes in Qualea grandiflora Mart. grown in the presence and absence of Al, as well as analyze 

the ultrastructural effects of Al absence on chloroplasts of Q. grandiflora plants. For that, the 

parameters assessed were: root and shoot lengths, photosynthetic pigments and Al, Ca, Mg, Fe, P 

contents in plants from both treatments. Also, it was conducted a comparison of the chloroplast 

ultrastructure from Q. grandiflora leaves and determined the metabolic profiles of leaves from 

plants grown with and without Al. Al-supplemented plants showed longer roots (32.5%) and 

shoots (16.8%), as well as higher contents of chlorophylls (a e b) and carotenoid (24.73, 8.27 and 

6.20 mg.cm
-2

) compared with the control. In addition, the leaf content of Ca, Mg, P did not show 

significant differences between treatments. However, the concentration of Al and Fe were lower 

in plants supplied with metal compared with no Al treated plants. The ultrastructural analysis 

revealed that Al absence during plant development led to progressive disintegration of 

chloroplasts. The metabolic profile showed higher concentrations of organic acids (citrate and 

oxalate) in the control plants, indicating that tolerance to Al accumulation in Q. grandiflora is 

related to the involvement of these acids in Al-chelation. The results of this study also 

demonstrated that Al plays an important role in Q. grandiflora metabolism. 

 

Keywords: Al-accumulating, Vochysiaceae, chloroplasts, organic acids 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

1. Alumínio no Cerrado 

 

 O Cerrado é caracterizado por apresentar solos ácidos com baixos teores de nutrientes, 

como fósforo (P), e elevados teores de ferro (Fe) e alumínio (Al). A acidez dos solos desse 

bioma está relacionada à pobreza do material de sua formação, assim como a processos de sua 

gênese, os quais favorecem a lixiviação de elementos básicos como potássio (K), cálcio (Ca), 

magnésio (Mg) entre outros (Oliveira et al., 2005). 

 O Al é o terceiro elemento mais abundante na litosfera, compondo cerca de 8% da crosta 

terrestre (Jansen et al., 2002). Além disso, o Al pode ser encontrado no solo em várias formas, 

contudo, em solos ácidos este metal está predominantemente como [Al (H2O)6]³
+
, ou 

simplesmente Al
3+

. Nessa configuração química o Al
3+

, mesmo que em quantidades muito 

baixas, é tóxico para boa parte das espécies vegetais, principalmente para plantas cultivadas. 

Adicionalmente, o Al
3+

 está presente em cerca de 40% dos solos aráveis em todo o mundo 

(Zhang et al., 2007), o que o torna um problema agronômico de âmbito global para a produção 

agrícola.  

 Goodland (1971) foi um dos primeiros pesquisadores a relacionar o Al com a estrutura 

morfológica da vegetação do Cerrado. Esse autor propôs que o escleromorfismo exibido por 

muitas espécies nativas era, em boa parte, relacionado ao oligotrofismo (endurecimento da planta 

resultante da escassez de nutrientes nos solos). Além disso, Goodland (1971) também associou 

as características morfoanatômicas das plantas do Cerrado a uma presumida ―toxicidade‖ dos 

solos do Cerrado devido ao Al. Hoje, sabe-se que muitas espécies nativas estão adaptadas às 

condições de acidez e fertilidade dos solos do Cerrado, visto que muitas acumulam Al em 

grandes quantidades nos seus tecidos, como por exemplo: Palicourea rigida H.B.K. (Rubiaceae), 

Vochysia thyrsoidea Pohl (Vochysiaceae), Miconia albicans (Sw.) Triana (Melastomataceae) e a 

espécie alvo desse estudo, Qualea grandiflora Mart. (Haridasan, 1988; Haridasan 2008).   

 

2. Efeitos do Al nas plantas 

 

Para muitas plantas de interesse agronômico a presença do Al induz o aparecimento de 

sinais de toxidez. Entretanto, muitos dos mecanismos de resposta à toxidez inerente a esse metal 
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têm sido observados em várias espécies de plantas. Assim, mecanismos de resistência/tolerância 

ao Al
+3

 foram detectados nas plantas tendo como primeiro sítio de ação, o ápice radicular 

(Kochian, 1995). Em plantas sensíveis, o contato do sistema radicular com o Al afeta o 

alongamento das células e, a longo prazo, a divisão celular é consideravelmente inibida, sendo 

ocasionalmente paralisada, tornando as raízes mais curtas e grossas (Foy et al., 1978; Kochian, 

1995). Assim, a diminuição do crescimento das raízes em virtude da presença de Al foi 

observada em várias plantas como Vigna radiata (Panda et al., 2003), cevada (Hordeum vulgare 

L.) (Patra & Panda, 1998) e em sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench.) (Cambraia et al., 1991).   

A exposição ao Al
3+

 no sistema radicular de plantas sensíveis prejudica vários processos, 

como por exemplo, a absorção e aproveitamento de água e nutrientes minerais do solo (Foy et 

al., 1978). Grande parte dos nutrientes minerais como K, Ca, Mg, P, nitrogênio (N), enxofre (S) 

e boro (B) ficam menos disponíveis em solos com pH ácido e outros minerais como Fe, cobre 

(Cu), manganês (Mn) e zinco (Zn) mostram comportamento inverso, ou seja, ficam mais 

disponíveis (Silva & Souza, 2008). Nessas condições, a presença de Al
3+

 afeta diretamente a 

absorção de P pela raiz devido à precipitação deste elemento na forma de fosfato de Al (AlPO4) 

(Clarkson, 1966). Como consequência, ocorre uma diminuição da disponibilidade de P para os 

processos metabólicos nos quais esse mineral está envolvido como síntese proteica e de ácidos 

nucleicos. Além disso, outro elemento cuja absorção também é afetada pela presença de Al
3+

 é o 

Ca. A absorção de Ca é prejudicada em função da competição catiônica com o Al
3+

, o que resulta 

em uma diminuição na capacidade de extensibilidade da parede celular, afetando diretamente o 

processo de alongamento das células (Kochian et al., 2004).   

Os danos causados pelo Al
3+

 em raízes são rapidamente perceptíveis após a exposição da 

planta a este cátion, os quais também são acompanhados por efeitos secundários que aparecem 

mais tardiamente (Barceló & Poschenrieder, 2002; Yamamoto et al., 2003). Assim, 

imediatamente após o contato com Al
3+

, é possível constatar a inibição do alongamento da raiz 

principal e uma restrição ao desenvolvimento de raízes laterais levando a um sistema radicular 

curto e atrofiado (Clarkson, 1965; Munns, 1965). Subsequentemente, aparecem os efeitos mais 

tardios do Al
3+

, os quais são frequentemente associados a mecanismos de respostas a estresses, 

como por exemplo, o estresse oxidativo (Kochian et al., 2002).  

Os efeitos mais tardios do Al
3+

 têm sido frequentemente associados a mecanismos de 

respostas a estresses, como por exemplo, o estresse oxidativo (Kochian et al., 2002). De acordo 

com Prisco & Filho (2010), esse estresse origina do desequilíbrio entre a produção de espécies 
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reativas de oxigênio (reactive oxygen species, ROS) e as reações que visam a eliminação desses 

compostos altamente prejudiciais. O processo metabólico em resposta às ROS é frequentemente 

observado em plantas expostas ao Al, como observado em Catharanthus roseus (L.) G. Don 

(Minocha et al., 1992). Assim, a superprodução de espécies reativas do oxigênio precisa ser 

neutralizada, pois esse processo resulta na oxidação de importantes biomoléculas, como lipídeos, 

proteínas, ácidos nucléicos e pigmentos fotossintetizantes (Minocha et al., 1992; Mittler, 2002; 

Boscolo et al., 2003). A neutralização das ROS envolve várias enzimas e na presença de Al
3+

, as 

plantas elevam a atividade do sistema antioxidante, e aumenta a síntese de enzimas como a 

superóxido dismutase envolvida na neutralização de superóxidos (Richards et al., 1998; 

Bauborina et al., 2006). Respostas metabólicas como esta foram observadas em Arabidopsis 

thaliana (L.) Heynh. (Richards et al., 1998), em Oryza sativa L. (Sharma & Dubey, 2007) e em 

Triticum aestivum L. (Bauborina et al., 2006) quando expostos ao Al.   

3. Plantas resistentes, tolerantes e acumuladoras de Al 

 

Segundo Kochian et al. (2004), nas plantas existem dois tipos de mecanismos que visam 

neutralizar os efeitos tóxicos do Al: 1) Resistência: quando se refere à capacidade das plantas de 

excluírem ou não permitir a entrada do Al via sistema radicular, e; 2) Tolerância: quando as 

plantas permitem a entrada e acumulam esse metal em diversos órgãos vegetais. 

Plantas resistentes são capazes de exsudar ácidos orgânicos na rizosfera visando impedir 

a entrada do Al em células e tecidos. Desta forma, os ácidos orgânicos citrato, oxalato e malato 

são comumente exsudados e formam complexos estáveis com o Al
3+

 que imobiliza esse metal na 

rizosfera e impede a sua entrada na planta (Ma et al., 2001). Genótipos resistentes ao Al que 

excretam malato têm sido identificados em trigo (T. aestivum L.) (Delhaize et al., 1993). Outras 

plantas têm cultivares que exsudam citrato como feijão (Phaseolus vulgaris L.) (Miyasaka et al., 

1991) e o milho (Zea mays L.) (Pellet et al., 1995), contudo o trigo sarraceno (Fagopyrum 

esculentum Moench) exsuda oxalato em reposta ao Al (Ma et al., 1997
a
).  

Em plantas tolerantes, os ácidos orgânicos também são a base do mecanismo que permite 

a essas plantas suportarem a presença do Al. Em geral, o mecanismo de desintoxicação 

observado nessas plantas é resultante da quelação do Al no citosol, e subsequente 

armazenamento do Al neutralizado em compartimentos celulares como vacúolo, cloroplasto e 

parede celular (Ma et al., 2001; Kochian et al., 2005; Andrade et al., 2011). Como exemplo, em 

folhas de trigo, o Al é complexado com o oxalato (Ma et al.,1997
a
) e em Hydrangea 
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macrophylla é complexado com o citrato (Ma et al., 1997
b
). Adicionalmente, a associação com 

ácidos orgânicos é a provável forma de translocação do Al na planta. Em Melastoma 

malabathricum L., estudos indicam que o transporte de Al ocorre no xilema, provavelmente na 

forma de complexos de Al-citrato (Lee & Foy, 1986; Watanabe & Osaki, 2002). Por outro lado, 

a forma na qual o Al é acumulado nos vacúolos de células foliares dessa planta se dá pela 

formação de complexos com oxalatos (Lee & Foy, 1986; Watanabe & Osaki, 2002). Como visto, 

o aumento na concentração de ácidos orgânicos propicia a formação de complexos Al-ácidos 

orgânicos que impedem os efeitos tóxicos do Al
3+

 em plantas tolerantes.   

De acordo com Barceló & Poschenrieder (2002) já foram identificadas mais de 100 

espécies de plantas capazes de acumular grandes quantidades de Al internamente sem 

demonstrar sinais de toxicidade. Essas plantas são denominadas hiperacumuladoras, pois 

apresentam em seus tecidos teores de Al acima de 1 g de Al.Kg
-1 

de matéria seca. No Cerrado, 

representantes desse grupo de plantas são prioritariamente arbóreas e podem acumular de 4 a 14 

g de Al.Kg
-1

 de matéria seca (Chenery, 1948). Com frequência essas plantas pertencem a 

famílias como Melastomataceae, Rubiaceae e Vochysiaceae (Haridasan, 1982). Adicionalmente, 

todas as espécies de Vochysia, Qualea e Callisthene (Vochysiaceae), Palicourea (Rubiaceae) e 

Miconia (Melastomataceae) são enquadradas como hiperacumuladoras, pois armazenam grandes 

quantidades em seus órgãos, como folhas e sementes (Haridasan, 2005; Haridasan, 2008).  

Estudos têm mostrado que o Al pode ter efeitos benéficos em algumas espécies vegetais 

(Pilon-Smits et al., 2009; Silva, 2012). Como exemplo, Camellia sinensis acumula mais de 

10.000 ppm de Al em suas folhas, e na presença deste metal ocorre um aumento considerável na 

formação de novas raízes e no desenvolvimento da parte aérea das plantas (Ghanati et al., 2005; 

Jansen et al., 2002). Adicionalmente, o Al induziu uma maior absorção de nutrientes como N, P 

e K em Miconia malabathricum, Hydrangea macrophylla, e Fagopyrum esculentum (Osaki et 

al., 1997). Em espécies nativas do Cerrado, o acúmulo de elevadas quantidades desse metal não 

afeta a absorção e o transporte interno de Ca, Mg e K (Haridasan et al., 1987; Haridasan, 1982).  

Para algumas espécies do Cerrado, o Al é um elemento químico importante para o 

crescimento e desenvolvimento, como em Miconia albicans, Vochysia thyrsoidea e Qualea 

grandiflora (Haridasan, 1988; Machado, 1985; Silva, 2012).  Plântulas dessas espécies quando 

crescidas na presença de Al apresentaram um melhor desenvolvimento tanto da parte aérea 

quanto radicular. Diferentemente, plântulas que não receberam suplementação de Al mostraram 
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sinais de senescência como clorose e necrose foliar (Haridasan, 1988; Machado, 1985; Silva 

2012). 

 

4. Qualea grandiflora Mart. 

 

A espécie Qualea grandiflora Mart. (Vochysiaceae), conhecida popularmente como pau-

terra, pau-do-campo e pau-terra-do-cerrado, ocorre nos Cerrados da Amazônia, São Paulo, Minas 

Gerais, Goiás e Mato Grosso do Sul, tanto em solos distróficos como mesotróficos (Lorenzi, 

2008; Haridasan & Araújo, 1988). A Figura 1 (A-E) mostra um espécime de Q. grandiflora, uma 

planta arbórea decídua, heliófita, pioneira, ocorrendo tanto em formações primárias como 

secundárias (Lorenzi, 2008), sendo comumente encontrada no Cerrado do Distrito Federal 

(Ratter, 1991).    

Ao estudar a fitossociologia de uma área de Cerrado denso no Distrito Federal, Andrade 

et al. (2002) concluíram que Q. grandiflora está entre as dez espécies nativas mais importantes 

da região. Araújo (1984) confirmou a relevância do pau-terra destacando que a espécie está entre 

as oito mais importantes na composição florística de cerradão distrófico do Distrito Federal. 

 Espécies de Vochysiaceae são importantes acumuladoras de Al e amplamente 

representadas na composição florística do Cerrado (Haridasan & Araújo, 1988). Como exemplo, 

Q. grandiflora é uma planta hiper-acumuladora de Al presente no Cerrado sensu stricto. Estudos 

indicam que esta espécie pode acumular de 3,91 a 5,16 g de Al.Kg
-1

 de matéria seca, 

principalmente nas partes aéreas (Haridasan, 1982; Andrade et al., 2007). As sementes de Q. 

grandiflora também acumulam altos teores de Al nos seus tecidos de reserva, principalmente nos 

cotilédones (Haridasan, 1982, 1987; Silva, 2012). 
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Figura 1. Qualea grandiflora Mart. (Vochysiaceae). A- Vista geral da árvore adulta; B- Detalhes dos 

ramos; C- Flor; D- Fruto fechado; E- Fruto aberto. Fonte: Adaptado de Silva (2012). 
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OBJETIVO GERAL 

 

O principal objetivo desse trabalho foi estudar alterações fisiológicas e metabólicas em 

plantas de Qualea grandiflora Mart. crescidas na presença e ausência de Al
+3

, assim como 

efeitos ultraestruturais em cloroplastos da lâmina foliar dos dois tratamentos.  

 

Objetivos específicos 

 

- Investigar e comparar as respostas fisiológicas do crescimento de plantas de Q. grandiflora 

expostas a presença e ausência do Al em solução nutritiva; 

- Determinar o teor de pigmentos fotossintetizantes nas plântulas submetidas aos diferentes 

tratamentos; 

- Quantificar a concentração foliar de Al, Fe, Ca, Mg e P em plantas crescidas na presença e 

ausência de Al, e ainda o Al presente nas sementes da espécie; 

- Comparar a ultraestrutura dos cloroplastos da lâmina foliar nas plantas de ambos os 

tratamentos; 

- Investigar o perfil metabólico da folha de Q. grandiflora crescidas na presença e ausência de 

Al. 
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CAPÍTULO I – Avaliação da resposta fisiológica e aspectos ultraestruturais de 

plantas de Qualea grandiflora Mart. crescidas na presença e ausência de alumínio 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. O alumínio em plantas 

 

O Al é o metal mais abundante da crosta terrestre e a forma como ocorre no solo é 

dependente do pH, em solos ácidos a forma predominante é o íon trivalente Al
+3

 (Jansen et al., 

2002). De acordo com Kochian (1995), essa espécie de Al
+3 

é considerada a mais fitotóxica para 

espécies de plantas sensíveis ao metal. Essa fitotoxicidade é um dos principais fatores que afetam 

a produtividade agrícola em solos ácidos de todo o mundo (Foy et al., 1978). 

Goodland (1971) propôs que a estrutura anatômica das plantas do Cerrado reflete adaptações 

ao meio ambiente e chamou de escleromorfismo devido a sua direta correlação com as condições 

edáficas do bioma como o alto teor de Al e a baixa fertilidade desses solos. Este autor considerou 

que as plantas nativas refletiam a toxicidade do Al e deficiências nutricionais inerentes ao seu 

ambiente. Trabalhos posteriores verificaram que espécies de Melastomataceae, Rubiaceae e 

Vochysiaceae podem acumular elevados teores de Al independente da fertilidade do solo 

(Haridasan & Araújo, 1988; Barceló & Poschenrieder, 2002).  

Entretanto, muitas espécies ressentem a presença de Al nos solos. A redução do crescimento 

radicular em plantas sensíveis é apontada como o primeiro reflexo do estresse ao Al e 

consequentemente resulta em deficiências nutricionais, além de déficit hídrico e facilita o ataque 

de patógenos (Foy et al., 1978; Kinraide & Parker, 1990). Adicionalmente, o contato com esse 

metal provoca uma diminuição da permeabilidade da membrana plasmática (Ahn et al., 2001) e 

também a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) (Kochian et al., 2002). 

O Al é considerado um elemento importante para várias plantas nativas do Cerrado, sendo 

que algumas espécies necessitam desse metal para cresceram e desenvolverem normalmente, 

como é o caso de M. albicans e V. thyrsoidea (Machado, 1985; Haridasan, 1988). Além disso, 

plântulas dessas espécies apresentam sinais de senescência em solos calcários como clorose e 

necrose foliar. Contudo, quando transplantadas para solos ácidos recuperaram o seu crescimento 

normal (Machado, 1985; Haridasan, 1988).  

Vários parâmetros morfológicos têm sido utilizados para avaliar o efeito do Al
+3

 em plantas 

(Benin et al., 2004; Bertan et al., 2006). Os parâmetros comumente usados para analisar o 

desenvolvimento das plantas são: comprimento da parte aérea e radicular, biomassa das plantas, 
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assim como teores de pigmentos fotossintetizantes (Fageria et al., 1988; Silva, 2012). Plântulas 

de Qualea grandiflora Mart. (Vochysiaceae) crescidas em solução nutritiva contendo Al 

apresentaram crescimento da parte aérea e radicular, biomassa e teores de clorofila maiores 

comparados às plântulas crescidas na ausência do metal (Silva, 2012). 

Adicionalmente, o excesso ou deficiência de Al nos tecidos foliares de algumas espécies 

pode provocar vários distúrbios, entre eles estão alterações na estrutura e o funcionamento de 

muitas organelas celulares (Konarska, 2010). De acordo com Solymosi & Bertrand (2012), entre 

todas as organelas, os cloroplastos aparecem como estruturas chave, visto que são produtores da 

matéria orgânica através da fotossíntese. Com isso, o estresse causado pelo excesso ou 

deficiência de Al nas plantas pode provocar alterações na ultraestrutura dos cloroplastos, assim 

como ocorre em algumas espécies submetidas a outros tipos de estresses (Choudhury & Panda, 

2005; Chen et al., 2008). 

 

1.2. Alumínio e nutrientes nas plantas 

 

A quantificação do Al e outros nutrientes em tecidos vegetais é importante para 

compreender se presença ou ausência de Al interfere na absorção e distribuição de importantes 

elementos, como o Ca, Mg, Fe e P. De acordo com Haridasan (1982), em plantas nativas do 

Cerrado, o acúmulo de elevadas quantidades de Al não afeta a absorção e o transporte interno de 

Ca, Mg e K (Haridasan et al., 1987). É importante salientar que esses elementos desempenham 

funções cruciais no metabolismo vegetal.  

O Ca é um componente da parede celular e tem papel central na regulação de muitos 

processos celulares em plantas, incluindo a manutenção da estrutura da membrana celular, 

mitose, citocinese, sinalização celular e ainda, como cofator de enzimas (Huang et al., 1996; 

Raven et al., 2007). Na deficiência de Ca, observa-se deformação das folhas, principalmente na 

redução do seu tamanho/quantidade, resultando em grande redução da área foliar, assim como 

clorose e necrose do limbo (Malavolta et al., 1976; Rodrigues, 1982). Em plantas sensíveis ao 

Al, a presença do metal reduz a absorção de Ca, como ocorre em mudas de goiabeira (Psidium 

guajava) (Salvador et al., 2000). Contudo, de acordo com Haridasan (1982), em plantas nativas 

do Cerrado, o acúmulo de elevadas quantidades de Al não afeta a absorção e o transporte interno 

desse nutriente.   
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O Mg absorvido pelas plantas participa como átomo central da molécula de clorofila, 

fazendo parte de sua estrutura química e sendo fundamental nos processos de fotossíntese. Além 

disso, é um ativador de várias enzimas relacionadas à síntese de carboidratos e de ácidos 

nucléicos (Raven et al., 2007; Mengel e Kirkby, 2001). A deficiência de Mg nas plantas causa 

inicialmente uma clorose marginal nas folhas mais velhas, que progride em direção à área 

internerval, sendo que as áreas amarelas podem tornar-se posteriormente necrosadas (Silva et al., 

1994). Freitas et al. (2006) relataram em alguns genótipos de arroz, submetidos ao estresse por 

Al
+3

, houve uma redução significativa na absorção de Mg, além de Ca e K. No entanto, segundo 

Foy (1974), o excesso de Al em plantas sensíveis interfere nas reações enzimáticas e na 

absorção, transporte e uso de nutrientes.   

O Fe é um micronutriente que está relacionado a diversas atividades metabólicas, 

participando como grupo prostético de enzimas (catalase, peroxidase, nitrogenase e ferredoxina), 

além de ser indispensável nos processos de respiração e fotossíntese (biossíntese de clorofila) 

(Raven et al., 2007). Como cerca de 80% do Fe das folhas está localizada nos cloroplastos, a 

deficiência deste micronutriente causa clorose das folhas jovens, pela diminuição da quantidade 

de cloroplasto e do teor de clorofila (Kirkby & Römheld, 2007). Adicionalmente, a absorção de 

Fe pode ser afetada sob condições de estresse. Assim, os níveis de Fe em folhas e raízes de 

berinjela (S. melogena) decresceram em plantas sob estresse salino (Bosco et al., 2009). 

Semelhantemente, o estresse ao Al (25 mg.L
-1

) também resultou na diminuição significativa dos 

teores de Fe em folhas de goiabeira (Salvador et al., 2000). 

O P também é considerado essencial uma vez que satisfazem os dois critérios da     

essencialidade, diretamente por participar de compostos e reações vitais para as plantas, e 

indireto porque na sua ausência a planta não completa seu ciclo de vida, não podendo ser 

substituído por outros (Almeida Júnior et al., 2009). Esse nutriente participa de várias reações 

metabólicas fundamentais nas plantas, como transferência de energia, síntese de ácidos 

nucléicos, respiração, síntese e estabilidade das membranas, ativação e desativação de enzimas e, 

reações redox (Vance et al. 2003). De acordo com Marschner (2002), a deficiência de P 

proporciona uma redução na parte aérea das plantas através da limitação do número e expansão 

das folhas, ramificação da parte aérea, redução da taxa de assimilação de carbono e senescência 

prematura das folhas. 

Em relação ao P, a presença do Al parece estar intimamente associada com o seu uso e 

eficiência em plantas tolerantes ao metal. Alguns estudos têm sido realizados para investigar as 
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interações Al e P em plantas (Liao et al., 2006). Zheng et al. (2005) verificaram que o teor de P 

do ápice radicular em trigo mourisco foi significativamente correlacionado com a imobilização e 

desintoxicação de Al, indicando que pode haver uma significativa interação Al-P nas raízes. Foy 

et al. (1978) também concluíram que as diferenças na tolerância ao Al poderiam ser explicadas 

por diferentes interações Al-P em plantas de trigo e cevada. Andrew & Van Der Berg (1973) 

constataram que o Al aumentou a concentração de P na parte aérea de espécies de leguminosas 

tolerantes ao Al.  

 

1.3. Microscopia e análise estrutural de tecidos e células vegetais 

 

A microscopia tem evoluído no sentido de dar informações tanto ultraestruturais como 

analíticas das amostras estudadas. Basicamente existem a Microscopia de Luz ou Óptica e a 

Microscopia Eletrônica que se diferem quanto ao tipo de radiação utilizada e na maneira como 

ela é refratada (Galleti, 2003). A Microscopia Eletrônica pode ser subdividida em Microscopia 

Eletrônica de Varredura (MEV) e Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET). 

O aspecto essencial do microscópio eletrônico de varredura é que um feixe de elétrons 

extremamente estreito é usado para varrer a superfície da amostra e assim a imagem é construída. 

O MEV tem grande profundidade de foco e são possíveis ampliações de até 300.000 x 

(Grimstone, 1980). Acoplado ao microscópio, o sistema de EDS (Energy Dispersive 

Spectrometer) possibilita a determinação da composição qualitativa e semiquantitativa das 

amostras, a partir da emissão de raios X. Além da identificação dos elementos, o equipamento 

permite o mapeamento da distribuição dos elementos químicos, gerando mapas composicionais 

dos elementos desejados (Duarte et al., 2003). O EDS tem sido usado na detecção de metais em 

diferentes tipos de amostras, inclusive tecidos vegetais. Através da microanálise de raio-x foi 

visto que os principais locais de acúmulo de Al em M. albicans, M. rubiginosa, Q. grandiflora e 

Q. parviflora são paredes celulares de tecidos não lignificados (Bressan, 2014).  

No microscópio eletrônico de transmissão um feixe de elétrons atravessa a amostra 

sofrendo diversos tipos de espalhamento, que dependem densidade do material (Rosa, 2008). Em 

função disso, a coloração ou o contraste das amostras são feitas com metais pesados, que ao 

desviar os elétrons, permitem a formação da imagem na tela. As substâncias comumente 

utilizadas para o contraste das amostras são chumbo, ouro, tungstênio e tetróxido de ósmio. A 
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MET, em função de seu alto poder de resolução, permite uma análise detalhada da ultraestrutura 

celular em estudos de morfologia celular visando determinar aspectos estruturais das organelas 

celulares (Galleti, 2003). 

Estudos têm mostrado que o Al pode provocar alterações ultraestruturais em protoplastos 

e mitocôndrias do mesofilo foliar de Arabidopsis que foram atribuídas à produção de ROS e 

morte celular programada (Li & Xing, 2011). Os efeitos desse metal em raízes de cevada (H. 

vulgare) causaram alterações ultraestruturais em células da epiderme e da coifa, como por 

exemplo, o aumento do número de vesículas e irregularidade da superfície do protoplasto (Ikeda 

& Tadano, 1993). A análise de folhas de Camellia sinensis tratadas com Al mostrou que a 

integridade ultraestrutural das células foi mantida com concentrações de Al de 0 a 0,32 mM, 

porém houve um significativo dano da membrana plasmática com concentrações de 0,53 mM (Li 

et al., 2011). Portanto, é possível detectar alterações na ultraestrutura celular, assim como de 

organelas em função de estímulos ou estresses recebidos pelas plantas. 

Este estudo teve como objetivo avaliar a importância do Al no crescimento inicial de Q. 

grandiflora através da análise dos parâmetros morfológicos e fisiológicos. Além disso, detectar a 

presença do Al e elementos como Ca, Fe, Mg e P na nervura principal da folha através do EDS-

MEV e quantifica-los nas folhas através de espectrometria de absorção atômica. E ainda, analisar 

os aspectos ultraestruturais de cloroplastos por meio do microscópio eletrônico de transmissão de 

plantas crescidas na ausência e presença de Al. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Coleta e germinação das sementes de Q. grandiflora 

 

Sementes de Q. grandiflora Mart. (Vochysiaceae) foram coletadas em áreas de Cerrado 

sensu stricto na Reserva Ecológica da Fazenda Água Limpa – UnB (FAL), na Reserva Ecológica 

do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística) e Fazenda Dois Irmãos (Água Fria de 

Goiás-GO). As sementes foram desinfestadas utilizando álcool 70% (1 min) e hipoclorito de 

sódio (NaClO) 2% (cloro ativo) por 30 min e lavadas em água bidestilada. Em seguida foram 

separadas e germinadas em papel germitest por 20 dias. As sementes foram mantidas em câmara 

de germinação BOD (Biochemical Oxygen Demand) a 25 ºC, 70% de umidade e fotoperíodo de 

18 h. 
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2.2. Crescimento das plântulas 

 

Após a germinação, plântulas com radícula de 2-3 cm foram transferidas para recipientes 

de 500 mL de vermiculita Agrofloc
®

 contendo solução nutritiva 
1
/5 MS (Murashige & Skoog, 

1962) em dois tratamentos, com e sem Al. O Al foi fornecido com a adição de 200 μM de AlCl3 

na solução nutritiva. O pH da solução nutritiva foi mantido entre 4,5 e 5,0 para evitar a 

precipitação com Al, durante o período experimental de 90 dias. As soluções nutritivas foram 

repostas duas vezes por semana. As plântulas foram colocadas em sala de crescimento a 25 ºC, 

70% de umidade relativa e fotoperíodo de 18 h. As plantas de ambos os tratamentos foram 

submetidas a diferentes métodos de análises.  

 

2.3. Parâmetros morfológicos e fisiológicos 

 

2.3.1. Análise de comprimento e estado visual das plantas  

 

Após 90 dias de crescimento, as plantas foram retiradas dos recipientes plásticos e 

lavadas com água corrente até a completa retirada do substrato nas raízes. As medições do 

comprimento da raiz principal (CRP) e o comprimento da parte aérea (CPA) (haste principal 

acima do cotilédone – germinação epígea) foram realizadas com o auxílio de régua milimetrada 

automática (paquímetro). Foi utilizado um total de dez plantas de cada tratamento (com e sem 

Al).  

 

2.3.2. Concentração de pigmentos fotossintéticos 

 

Com o auxílio de um furador foliar, foram retirados seis discos de 0,5 cm de diâmetro do 

limbo foliar correspondentes as três plântulas de cada tratamento, e colocados em um tubos de 

microcentrífuga âmbar (eppendorffs) contendo 2 ml de DMF (N, N-dimetilformamida - 

HCON(CH3)2). Os tubos foram envolvidos por papel alumínio e armazenados por 48 h a 4°C. Ao 

termino do tempo, foi feita a leitura da absorbância dos extratos no comprimento de onda 

luminosa de 663,8 nm, 646,8 nm e 480 nm, utilizando o espectrofotômetro Genesys 2 da Thermo 
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Spectronic. Com esses valores de absorbância, foram calculadas as concentrações das clorofilas 

a e b, clorofila total (a+b) e carotenóides, proposto por Wellburn (1994).  

2.3.3. Concentração de Al, Ca, Mg, Fe e P em folhas e Al em sementes de Q. 

grandiflora 

 

O preparo das amostras do limbo foliar e sementes de Q. grandiflora consistiram da 

secagem em estufa de circulação forçada durante 72 h a 65° C. Em seguida, as amostras foram 

pesadas em balança de precisão e trituradas em moinho de bola. Esta moagem é feita para 

homogeneização da amostra.  

A digestão foi feita em solução nítrico-perclórica para determinação dos teores de P, Ca, 

Mg, Fe e Al. Primeiramente, pesou-se 0,5 g do material moído. Em seguida, adicionou-se 10 mL 

da mistura de ácido nítrico + ácido perclórico (4:1 v/v). Então, foi levado em chapa quente pré-

aquecida a 80º C e subiu-se a temperatura gradativamente até atingir 200º C e, posteriormente, 

completou-se o volume para 25 mL com água deionizada (Sarruge & Haag, 1974). Para a 

determinação de P, utilizou-se o método do ácido ascórbico por colorimetria, a 725 nm (Braga & 

Defelipo, 1974). Para os demais nutrientes, foi feita a determinação da emissão de luz no 

espectrômetro de absorção atômica. A análise foi realizada no Departamento de solos da 

Universidade Federal de Viçosa.  

2.3.4. Análises estatísticas 

 

Todas as médias entre os tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey, 

considerando diferenças significativas com um nível de probabilidade p<0,05.  

 

2.4. Detecção subcelular de Al e análise ultraestrutural dos cloroplastos 

 

Realizou-se a análise da detecção do Al e outros elementos (Ca, Mg, Fe e P) na nervura 

principal da folha de Q. grandiflora através da microscopia eletrônica de varredura - EDS. 

Adicionalmente, foi feita a comparação ultraestrutural dos cloroplastos de plantas crescidas na 

presença e ausência do Al por meio da microscopia eletrônica de transmissão.  

2.4.1. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 
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Segmentos da nervura principal da folha de Q. grandiflora com 90 dias de ambos os 

tratamentos (com e sem Al) foram fixados em solução Karnovsky 0,05 M em tampão cacodilato 

de sódio 0,05 M, pH 7.3 overnight a 4 °C. Posteriormente, as amostras foram lavadas em tampão 

cacodilato de sódio 0,05 M por 10 min. Subsequentemente, os tecidos foliares foram pós-fixados 

em tetróxido de ósmio (OsO4) a 1%, no escuro durante 30 min. Em seguida, foi realizada a 

desidratação numa série graduada de acetona (30%, 50%, 70%, 90%) e então transferidas para 

acetona (100%), duas vezes durante 15 min cada. A secagem ao ponto crítico foi realizada no 

aparelho CPD 030. Após, as amostras foram colocadas em suportes de cobre (stubs) com o 

auxílio de fita adesiva dupla face. Subsequentemente, as amostras foram metalizadas com 

carbono e observadas no microscópio eletrônico de varredura (Jeol JSM 7001F).    

A análise dos elementos (Al, Ca, Mg, Fe e P) no tecido foliar por meio de espectroscopia 

por energia dispersiva (energy dispersive spectroscopy, EDS) foi realizada no programa ―Noran 

System Six‖ (NSS), sob aceleração de voltagem de 15 kV. A EDS teve como objetivo analisar 

qualitativamente os principais constituintes do tecido foliar de Q. grandiflora. Para 

padronização, a análise foi obtida de três indivíduos de ambos os tratamentos (com e sem Al) 

com a marcação de pontos no xilema e floema da nervura principal.  

2.4.2. Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

 

Amostras da lâmina foliar de Q. grandiflora com três representantes de cada tratamento 

foram fixadas em solução Karnovsky 0,05 M durante 24 h. Em seguida, as amostras lavadas com 

tampão cacodilato de sódio 0,05M e então pós-fixadas em ferricianeto de potássio e tetróxido de 

ósmio 2% (1+1), no escuro por 30 min. Subsequentemente as amostras foram contrastadas em 

acetato de uranila aquoso (0,5%) no escuro, em overnight. Em seguida, se procedeu a 

desidratação das amostras em série graduada de acetona (30%, 50%, 70%, 90%, 100%) por 15 

min cada etapa. As amostras foram infiltradas e embebidas em resina SPURR por cerca de 8h em 

cada etapa (Souza et al., 1989). Secções ultrafinas (60 nm) foram cortadas com um 

ultramicrótomo e montadas em grades de níquel para visualização no microscópio eletrônico de 

transmissão (Jeol JEM 1011) a uma tensão de aceleração de 60 KV.  
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3. RESULTADOS 

 

3.1. Análise dos parâmetros morfológicos e fisiológicos 

 

3.1.1. Análise de crescimento da parte aérea e raiz das plantas de Q. grandiflora 

crescidas com e sem suplementação de Al 

 

A Figura 1 mostra as plantas de Q. grandiflora crescidas em soluções nutritivas com e 

sem adição de Al por um período de 90 dias. É importante salientar que visualmente houve uma 

nítida diferença entre plantas crescidas na ausência e presença de Al. O tratamento controle (sem 

Al) se caracterizou por exibir sinais de clorose nas folhas e também uma menor expansão da 

lâmina foliar (Figura 1). Diferentemente do controle, as plantas suplementadas com Al se 

mostraram com folhas verdes sem sinais de clorose e maior expansão da lâmina foliar (Figura 1).  

  

 
Figura 1. Plântulas de Qualea grandiflora aos 90 dias de cultivo com 

1
/5 MS sem (esquerda) e com 

adição de Al (direita). 

 

 Os resultados morfológicos mostraram diferenças significativas entre os tratamentos 

(Figura 2). Após 90 dias de crescimento o comprimento da parte aérea das plantas crescidas na 

presença do Al foi em média 16,8% maior que o respectivo controle (Tabela. 1). O tamanho 

médio do caule das plantas controle foi de 68,15 mm, enquanto que as plantas crescidas com o 

Al os caules alcançaram 79,61 mm de média. Com respeito às raízes, foi verificada uma 
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tendência similar ao observado no caule, onde plantas crescidas com Al apresentaram um 

comprimento médio maior. Assim, raízes de plantas tratadas com Al o comprimento médio foi 

32,5% maior que aquelas das plantas do controle (Tabela 1), média de 165,97 mm e 220,03 mm 

para raízes do tratamento controle e com Al, respectivamente (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Comprimento médio do caule e raiz principal de plantas de Qualea grandiflora crescidas com e 

sem suplementação de Al aos 90 dias de cultivo. 

Comprimento (mm) Controle Alumínio 

Caule* 68,15 ± 12,29 79,61 ± 9,23 

Raiz principal* 165,97 ± 40,59 220,03 ± 56,55 

        * Significativamente diferente p< 0,05. 

 

 

 
Figura 2. Aspecto geral das plantas de Q. grandiflora crescidas na presença de Al (planta superior) e na 

ausência do metal (planta inferior) após 90 dias de cultivo com solução 
1
/5 MS. 

 

3.1.2. Quantificação de pigmentos fotossintéticos 

 

Semelhantemente ao verificado com o comprimento das plantas de Q. grandiflora, a 

quantificação dos pigmentos fotossintetizantes mostrou diferenças significativas entre os 
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tratamentos. Plantas crescidas com Al tiveram a seguinte quantidade de pigmentos: clorofila a: 

24,73 mg.cm
-2

 (±2,91); clorofila b: 8,27 mg.cm
-2

 (±0,32); e carotenoides 6,20  mg.cm
-2

 (±0,22) 

(Figura 3). Plantas de Q. grandiflora crescidas sem Al mostraram valores menores no conteúdo 

dos pigmentos fotossintéticos, cujos valores foram de 11,95 mg.cm
-2

 (±4,34), 4,64 mg.cm
-2

 

(±1,0), e 3,52 mg.cm
-2

 (±0,77) para clorofila a, b e carotenoides, respectivamente (Figura 3). 

Além disso, os teores de clorofilas totais (a + b) também foram significativamente maiores no 

tratamento com o Al (33,00 mg.cm
-2

 ±3,07) que no controle (16,59 mg.cm
-2

 ±5,33) (Figura 3). 

Contudo, a razão entre clorofilas totais e carotenoides não apresentou variação significativa entre 

os tratamentos, e os respectivos valores foram de 5,32 (±0,39) para plantas crescidas com Al e 

4,65 (±0,43) para plantas controle (Figura 3). 

 

 
 

Figura 3. Conteúdo de pigmentos fotossintéticos de plantas de Q. grandiflora do tratamento controle 

(colunas brancas) e do tratamento com Al (colunas pretas). Barras seguidas de letras diferentes 

apresentam diferenças significativas (p<0,05). Barras de erro representam o desvio padrão.  

 

 

3.1.3.  Quantificação de Al, Ca, Mg, Fe e P em Q. grandiflora 

 

Os resultados em Q. grandiflora mostraram que não houve diferenças significativas 

na concentração foliar de P, Ca e Mg entre o tratamento controle e Al (Figura 4). As 
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concentrações foram estimadas em 0,21 (dag/kg) de P, 0,42 (dag/kg) de Ca e 0,51 (dag/kg) 

de Mg nas plantas controle e 0,19 (dag/kg) de P, 0,47 (dag/kg) de Ca e 0,55 (dag/kg) de Mg 

nas plantas submetidas ao tratamento Al. No entanto, as concentrações foliares de Al e Fe 

foram superiores nas plantas controle comparado às plantas suplementadas com Al. As 

concentrações no limbo foliar foram estimadas em 3772,58 (mg/kg) de Al e 71,81 (mg/kg) 

de Fe em plantas controle e 2505,78 (mg/kg) de Al e 52,25 (mg/kg) de Fe em plantas com o 

Al (Figura 4). Adicionalmente, a média da concentração de Al presente nas sementes de Q. 

grandiflora foi de 6475,73 (mg/kg). 
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Figura 4. Concentração foliar de Ca, Mg, P, Fe e Al no tratamento controle (barra branca) e tratamento 

alumínio (barra preta) em Q. grandiflora. Barras representam o desvio padrão. Diferentes letras 

minúsculas representam diferenças significativas pelo teste de Tukey (p<0,05). 
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3.2.  Detecção de Al, Ca, Fe, Mg e P nas folhas de Q. grandiflora  

 

A espectroscopia por energia dispersiva (EDS) revelou a presença de Al, Ca, Fe, Mg e P 

tanto em folhas de plantas de Q. grandiflora crescidas na presença de Al quanto em plantas 

crescidas na ausência do metal (Figura 5). A análise desses elementos foi realizada no xilema e 

floema da nervura principal das folhas. É importante salientar que esses elementos estão 

presentes nas paredes das células que compõem as regiões analisadas. No entanto, a EDS se 

mostrou adequada para uma análise qualitativa, já que as amostras dos dois tratamentos 

apresentaram grande variação em uma mesma região analisada. Com isso, os espectros do 

xilema e floema revelaram que a presença dos elementos Al, Ca, Fe, Mg e P nas plantas tratadas 

com e sem Al (Figura 5 C-F).  
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Figura 5. Espectroscopia por energia dispersiva (EDS) em folhas de Qualea grandiflora Mart. A. Secção 

transversal da nervura principal da folha de Q. grandiflora. B. Micrografia eletrônica de varredura da 

região da nervura principal de Q. grandiflora. Pontos 1 e 2 correspondem à região do xilema e floema da 

nervura principal de folhas de plantas de Q. grandiflora, respectivamente C-F. Gráficos obtidos após 

análise via ―Noran System Six‖ (NSS), sob aceleração de 15 kV. Picos correspondem aos valores de Al, 

Ca, Mg, Fe e P quantificados via EDS. C. Xilema da planta controle D. Floema controle E. Xilema da 

planta tratada com Al F. Floema do tratamento Al. Eab: epiderme abaxial, Ead: epiderme adaxial, Pa: 

parênquima, Fl: floema, Xi: xilema. Escala: A-B: Barra de escala: 100 μm.  
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3.3. Ultraestrutura dos cloroplastos de plantas de Q grandiflora crescidas com e sem adição 

de Al 

 

Plantas de Q. grandiflora que não receberam Al tinham sinais cloróticos. Devido a isso, é 

importante analisar a ultraestrutura dos cloroplastos tanto do controle quanto daquelas 

suplementadas com Al. Adicionalmente, os cloroplastos de folhas das plantas não tratadas com 

Al foram analisados tanto nas regiões nitidamente cloróticas quanto em regiões ainda verdes. 

Assim, folhas de plantas de Q. grandiflora do tratamento controle apresentaram 

cloroplastos com deformações, tanto nas células da lâmina foliar de regiões cloróticas quanto nas 

regiões verdes (Figura 6 A-B). Na região da lâmina foliar completamente clorótica foi verificado 

que os cloroplastos estavam dilatados de forma predominantemente arredondada e em alguns 

casos com envelope rompido (Figura 6 A). Além disso, esses plastídios possuíam tilacóides com 

disposição levemente difusa mostrando uma tendência de perda da posição naturalmente paralela 

dessas estruturas. Adicionalmente, a maioria dos tilacóides apresentou grande dilatação do 

espaço intratilacoidal e levando a uma desorganização dos grana. Não se observou a presença de 

grãos de amido, contudo apresentaram abundantes plastoglóbulos no interior dos cloroplastos. 

Além das anormalidades verificadas nos cloroplastos das folhas de plantas crescidas sem 

Al, pode-se perceber que de forma geral as células dessas folhas apresentavam outras 

anormalidades estruturais, como: vacúolos frequentemente rompidos, mitocôndrias deformadas, 

vesículas citoplasmáticas e vacuolares, entre outras. Essas características mostram que a célula 

como um todo estava em colapso (Figura 6 A). 

 Já na região da lâmina foliar não cloróticas, os cloroplastos eram volumosos, cuja forma 

variava de ameboide a arredondado (Figura 6 B). Embora os cloroplastos dessas regiões verdes 

fossem mais estruturalmente organizados que das regiões cloróticas, era possível observar que já 

havia anormalidades estruturais nestas organelas. Assim, os tilacóides apresentavam uma leve 

dilatação intratilacoidal e os grana se encontravam desorganizados. Os cloroplastos dessa região 

da folha possuíam grãos de amido e plastoglóbulos foram observados no interior desses 

plastídios. 

Com respeito a ultraestrutura dessas organelas em plantas crescidas na presença de Al, os 

cloroplastos não apresentaram alterações estruturais (Figura 6 C). Os cloroplastos de folhas do 

tratamento com Al tinham formato fusiforme distribuídos no citoplasma periférico, com 

tilacóides em empilhamento normal e grana bem desenvolvidos. Além disso, foi constatada a 
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presença de pequenos grãos de amido e raros plastoglóbulos no interior destes cloroplastos 

(Figura 6 C-D).  

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Micrografia eletrônica de transmissão mostrando a ultraestrutura dos cloroplastos da lâmina 

foliar de plantas de Qualea grandiflora Mart. crescidas na presença e ausência de Al. (A) Cloroplastos 

com plastoglóbulos (setas) de folhas de plantas crescidas sem Al de regiões cloróticas. (B) Micrografia 

mostrando cloroplastos de região verde da lâmina foliar de plantas não suplementadas com Al. (C) 

Cloroplastos de folhas de plantas crescidas na suplementação de Al. Note que os cloroplastos não 

estavam deformados e possuíam tilacóides e grana bem organizados. (D) Cloroplastos de folhas de 

plantas crescidas com Al. Note a presença de pequenos grãos de amido (cabeça de seta). Barra de escala: 

0,5 µm. 

 

4. DISCUSSÃO 

 

4.1. Crescimento e desenvolvimento de plantas de Q. grandiflora na presença e ausência de 

Al 
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Alguns trabalhos analisaram a influência do Al no crescimento e desenvolvimento de Q. 

grandiflora (Araújo, 1984; Silva, 2012). No presente estudo, o foco foi colocado no tamanho do 

caule, raiz principal e conteúdo dos pigmentos fotossintetizantes. Além disso, todos os resultados 

até aqui mostraram que plantas crescidas com suplementação de Al respondem melhor que 

aquelas que não receberam este metal na solução nutritiva. Assim, plantas de Q. grandiflora 

crescidas na presença do Al apresentaram folhas verdes e viçosas e também caules e raízes 

principais bem desenvolvidos. É importante salientar que tanto o caule quanto a raiz principal 

das plantas crescidas com o metal foram significativamente maiores que aqueles do controle. 

Esses resultados sugerem que o Al tenha um valor nutricional para o crescimento e 

desenvolvimento dessa espécie acumuladora nativa do Cerrado. 

Os efeitos benéficos do Al foram relatados no desenvolvimento de M. albicans e V. 

thyrsoidea (Machado, 1985; Haridasan, 1982; 1988). Nessas espécies nativas o Al estimulou o 

crescimento, além de favorecer a absorção de alguns nutrientes como Ca e Mg (Haridasan, 

2008). Uma resposta semelhante ao Al foi descrita em Melastoma malabathricum, uma espécie 

hiperacumuladora presente em florestas tropicais na Ásia (Watanabe et al., 1998). Em algumas 

plantas cultivadas também tem sido relatado o benefício do Al em baixas concentrações, como 

em trigo (Delhaize et al., 1993), feijão (Zeffa et al., 2011) e arroz (Zhao & Shen, 2013). De 

acordo com Hai et al. (1989), concentrações ideais de Al solubilizado pode ter um efeito 

estimulante no crescimento de muitas espécies cultivadas. 

Como mencionado, o Al também induziu maior crescimento de Q. grandiflora. Aos 90 

dias de cultivo tanto caules como raízes de plantas tratadas com Al foram respectivamente 16,8% 

e 32,5% maiores que aqueles do controle. Verifica-se que raízes (165,97 mm controle; 220,03 

mm c/ Al) tiveram uma taxa de crescimento maior que caules (68,15mm controle; 79,61 mm c/ 

Al). O estímulo do Al ao crescimento radicular tem sido observado em várias espécies como em 

M. malabathricum, H. macrophylla, e F. esculentum (Osaki et al., 1997). Adicionalmente, 

algumas espécies acumuladoras como V. thyrsoidea e M. albicans não crescem sem adição do Al 

em soluções nutritivas (Machado, 1985; Haridasan, 1988).  

Matsumoto et al. (1976) mostraram que o acúmulo de Al em folhas de C. sinensis é um 

processo lento e pode não ter um papel fisiológico positivo no crescimento inicial da parte aérea. 

Além disso, os autores relataram que o aumento do crescimento da parte aérea pode depender em 

grande parte da função positiva do Al
3+

 nas raízes (Matsumoto et al., 1976). Os resultados 

obtidos com Q. grandiflora crescidas na ausência do Al são consistentes com o que foi 



43 
 

verificado em C. sinensis onde a redução do crescimento da parte aérea esteve relacionada com 

danos ocorridos nas raízes devido à falta do Al na solução nutritiva durante o seu crescimento. 

Além disso, os resultados obtidos comprovam que o Al não foi tóxico para Q. grandiflora, ao 

contrário, este elemento parece desempenhar uma importante função no crescimento e 

desenvolvimento dessa espécie.   

 

4.2. Efeito da presença e ausência de Al no conteúdo de pigmentos fotossintéticos em Q. 

grandiflora 

 

A capacidade de adaptação das plantas a elevados teores de Al é uma característica 

genética que envolve mudanças estruturais e fisiológicas que habilitam essas plantas ao uso 

efetivo da radiação solar disponível na presença deste metal (Larcher, 2000). Os resultados 

referentes aos teores de pigmentos fotossintéticos em Q. grandiflora indicam que essa planta 

pode estar não somente adaptada para essas condições, mas requer este metal para o 

funcionamento de seu metabolismo. Como mostrado, os teores de pigmentos fotossintéticos 

foram significativamente mais elevados em plantas de Q. grandiflora tratadas com Al. Assim, o 

maior crescimento dessas plantas pode estar relacionado com a sua maior capacidade de produzir 

fotoassimilados. É fato que o crescimento e o desenvolvimento das plantas se relacionam à sua 

eficiência fotossintética, e que por sua vez está associada com, entre outros fatores, os teores de 

clorofila nas folhas (Almeida et al., 2004). Teores de clorofila e carotenoides têm sido utilizados 

para estimar o potencial fotossintético das folhas, pois plantas com alto teor de clorofila são 

capazes de atingir taxas fotossintéticas mais altas, por terem um elevado potencial de captação de 

―quanta‖ por unidade de tempo (Porra et al., 1989; Chappelle & Kim, 1992).  

Outrossim, os teores de pigmentos foliares podem ser utilizados como parâmetros 

indicativos sobre a capacidade das plantas responderem ao Al (Rana & Aery, 1999). Em plantas 

sensíveis, a presença deste metal reduziu o teor total de clorofila como em Citrus grandis (L.) e 

Sorghum bicolor (L.) Moench (Ohki, 1985; Jiang et al., 2008). Este tipo de resposta foi oposta 

àquela observada em Q. grandiflora, onde o nível de todos os pigmentos foi maior em plantas 

tratadas com Al, inclusive os teores de clorofila a e b. Semelhantemente, foi constatado que a 

presença de Al (300 µM) em C. sinensis, uma planta acumuladora do metal, aumentou a 

quantidade de clorofila em folhas jovens quando comparadas com plantas controle (Hajiboland 

et al., 2013
a
).  
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A menor quantidade de clorofila e carotenoides nas plantas controle é consistente com os 

sinais de clorose presente no limbo foliar dessas plantas. Consequentemente, esse fato pode levar 

a uma redução da taxa fotossintética dessas plantas, resultando numa diminuição do seu 

crescimento e desenvolvimento (Grime, 1965; Kozlowski et al., 1991). Em espécies sensíveis ao 

Al ocorre o oposto ao observado em plantas controle de Q. grandiflora. A exposição ao metal 

em plantas sensíveis resulta na redução das taxas fotossintéticas, assim como em danos aos 

cloroplastos (Chen et al., 2005; Moustakas et al., 1996; Konarska, 2010). Adicionalmente, em 

espinafre (Spinacia oleracea), a presença do Al no tecido foliar causa lesões nas membranas dos 

cloroplastos (Hampp & Schnabl, 1975). O mesmo resultado foi observado em tilacóides dos 

cloroplastos em folhas de trigo (Moustakas et al., 1995). Dessa forma, além da redução dos 

teores de pigmentos fotossintéticos nas plantas controle de Q. grandiflora, a ausência do Al na 

solução nutritiva também pode estar associada às alterações ultraestruturais nos cloroplastos.  

 

4.3. Al e outros nutrientes em folha de Q. grandiflora 

 

A análise de Al, Ca, Fe, Mg e P, via EDS, foi realizada com intuito de determinar a 

presença destes elementos na folha de Q. grandiflora de ambos os tratamentos. Essa análise 

mostrou que esses minerais foram incorporados nas paredes celulares das células do xilema e 

floema da nervura principal.  

A quantificação da concentração de nutrientes minerais nas folhas de Q. grandiflora 

permitiu determinar se a presença ou ausência de Al interfere na absorção e distribuição de 

importantes elementos como Ca, Fe, Mg e P. Os efeitos do Al sobre a absorção de nutrientes 

pelas raízes, e as relações entre concentrações de alumínio e de nutrientes nas folhas, são 

variáveis entre as plantas, devido às diferenças nos mecanismos fisiológicos fundamentais à 

absorção de íons (Masunaga et al., 1998; White, 2001). 

Em plantas sensíveis ao Al, a limitação do crescimento pela toxicidade do Al pode estar 

relacionada a efeitos antagônicos do Al sobre a absorção de outros nutrientes (Marschner, 2002). 

O Al pode afetar negativamente a absorção, transporte e utilização de vários nutrientes em 

plantas sensíveis (Foy et al., 1978). Por exemplo, ocorreu a diminuição da concentração de Ca 

em mudas de goiabeira (Psidium guajava) (Salvador et al., 2000) e café (Coffea arabica L.) 

(Braccini et al., 1998). Alguns genótipos de arroz, submetidos ao Al
3+

 em sistemas hidropônicos, 
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também apresentaram uma redução na absorção de Ca, Mg e K (Freitas et al., 2006). 

Adicionalmente, em diversas espécies de plantas, a presença de Al prejudicou a absorção de 

minerais como P, K, Ca, Fe, Mg, Zn, Cu e Na independentemente das condições de crescimento 

(Osaki et al., 1998; 2003). Além disso, esses autores sugerem que uma espécie acumuladora de 

Al também tem capacidade limitada de acumulação de nutrientes minerais em suas folhas. 

Portanto, as espécies acumuladoras de Al podem ter desenvolvido mecanismos mais eficientes 

no uso desses nutrientes essenciais para o seu crescimento, embora ainda não foi oferecida uma 

explicação clara para essa hipótese.  

No presente estudo, as concentrações foliares de Ca, Mg e P em Q. grandiflora não 

apresentaram diferenças significativas entre as plantas crescidas na presença e ausência de Al. 

Plantas acumuladoras de Al pertencentes à Rubiaceae também não apresentaram correlação 

significativa entre as concentrações foliares de Al e alguns elementos, como o Ca (Jansen et al., 

2003). Outros estudos mostraram que em algumas espécies acumuladoras de Al, a concentração 

de metal nas folhas correlaciona-se positivamente com o teor de outros elementos (Haridasan, 

1982, 1987; Metali et al., 2014). As concentrações foliares de Al e Ca, Mg e K são 

positivamente correlacionados em plantas acumuladores nativas do Cerrado (Haridasan, 1982, 

1987), enquanto que as concentrações foliares de Al e Ca, Mg, P, S e Si são positivamente 

correlacionados em acumuladoras na floresta tropical da Indonésia (Masunaga et al., 1998). 

Metali et al. (2014) mostraram que a concentração foliar de Al foi positivamente associada com 

as concentrações de Ca e Mg foliares em árvores acumuladoras de Al.  

 Os resultados das concentrações foliares de Ca, Mg e P em Q. grandiflora corrobora com 

Haridasan (1982), que afirma que em espécies acumuladoras nativas do Cerrado, a absorção e a 

translocação de Al não afetam a absorção e o metabolismo de nutrientes como P, Ca, Mg e K 

(Medeiros & Haridasan, 1985). 

 Como observado, as plantas de Q. grandiflora suplementadas com Al apresentaram 

concentrações foliares de Fe significativamente menores comparado às plantas controle. Apesar 

do menor teor de Fe, não foram observados sintomas de deficiência de Fe em plantas 

suplementadas com o Al, como clorose internerval e crescimento reduzido (Morrissey & 

Guerinot, 2009).  

Resultados semelhantes ao de Q. grandiflora foram observados em plantas de chá 

(Hajiboland et al., 2013
b
). Esses autores mostraram que em plantas de C. sinensis expostas ao 

Al, menor concentração de Fe foi absorvida pelas raízes e quase três vezes menor concentração 
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de Fe acumulou nas folhas comparadas as plantas controle. No entanto, nessas plantas a principal 

forma de Al translocado via seiva do xilema é o complexo Al-citrato (Morita et al., 2004). O 

citrato é também um importante ligante para o Fe em plantas (Curie et al., 2009). Hajiboland et 

al. (2013
b
) concluíram que a concorrência entre Fe e Al para o citrato como um ligante no 

carregamento xilema e transporte de longa distância poderia ser responsável pelo menor acúmulo 

de Fe em folhas de plantas de chá expostos ao Al em comparação as plantas controle. 

 Também em M. malabathricum, a presença do Al mostrou uma relação antagonista com 

outros nutrientes, como o Fe (Osaki et al., 2003). Adicionalmente, Watanabe et al. (2006) 

relatam que M. malabathricum desenvolveu mecanismos de tolerância interna ao Al e utiliza Al 

para reduzir a toxicidade ao Fe. Portanto, o Al é essencial para M. malabathricum quando cresce 

em solos sulfato ácido. Estudos têm mostrado uma grande variação nas espécies em relação à 

concentração de Fe e Al em plantas acumuladoras. Por exemplo, altas concentrações de Fe em 

relação ao Al foram verificadas em samambaias da Venezuela acumuladoras de Al (Olivares et 

al., 2009). Contudo, nenhuma correlação foi encontrada entre Al e Fe em três espécies de 

Symplocos, acumuladoras de Al (Schmitt et al., 2016).  

 Sugere-se que em plantas de Q. grandiflora suplementadas com o Al, a presença do metal 

interfere na absorção e transporte de Fe para as partes aéreas. Porém, mais estudos são 

necessários a fim de investigar a relação da concentração foliar de Fe e o Al nessa espécie nativa 

do Cerrado.  

 

4.3.1. Concentração de Al em folhas e sementes de Q. grandiflora 

 

Haridasan (1982) relatou que várias espécies nativas do Cerrado acumulam altas 

concentrações de Al em suas folhas, dentre elas a Q. grandiflora. A análise comparativa entre 

plantas suplementadas com o metal e plantas controle mostrou que a concentração foliar de Al 

foi menor em plantas do tratamento Al. Como observado, os valores foram estimados em 2505 

(mg/kg) e 3772 (mg/kg).  

Os resultados morfológicos demostraram ainda que plantas submetidas ao Al 

apresentaram melhor desenvolvimento e crescimento da raiz principal e caule. Silva (2012) 

também mostrou que na presença do Al, a biomassa foi significativamente maior em plântulas de 

Q. grandiflora. Portanto, sugere-se que as plantas suplementadas com Al apresentaram menor 
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concentração foliar do metal devido a maior redistribuição do Al nas células, isto é menor teor 

do metal por unidade de massa, visto que essas plantas possuem maior biomassa e 

consecutivamente maior área tanto da parte radicular quanto aérea.   

É fato que o Al está redistribuído em todos os órgãos da planta. No entanto, de acordo 

com Hutchinson (1943), o Al acumula preferencialmente no sistema radicular das plantas, sendo 

que menor quantidade é translocado para a parte aérea, como ocorre em Fagopyrum esculentum  

(Shen & Ma, 2001). Xu et al. (2016) também mostraram que em uma variedade de C. sinensis 

submetidas ao Al (0,8 e 1,6 mM), a concentração do metal (mg/kg) nas raízes foi 

significativamente maior comparada à concentração no tecido foliar. Adicionalmente, Tolrà et 

al. (2005) relataram maior acúmulo de Al em raízes (1170 µg/g) comparado à parte aérea (275 

µg/g) em plantas de Rumex acetosa.   

Outrossim, os dados morfológicos mostraram que as raízes de Q. grandiflora tiveram a 

taxa de crescimento maior que caules. Contudo, sugere-se que grande parte do acúmulo do Al 

suplementado nas plantas esteja presente nas raízes, tanto por ser o primeiro contato com o metal 

quanto devido o maior desenvolvimento desse órgão. Porém, mais estudos são necessários a fim 

de investigar a concentração radicular de Al nessa espécie.  

Os resultados mostraram que as sementes de Q. grandiflora apresentaram altos teores de 

Al, estimado em 6475 (mg/kg). Haridasan (1987) também encontrou altas concentrações do 

metal nas sementes de outras espécies acumuladoras do Cerrado, incluindo Q. parviflora (4800 

mg/kg) e M. albicans (6900 mg/kg). A detecção do Al nas plantas de Q. grandiflora crescidas 

sem a suplementação do metal pode ser explicada pela translocação e redistribuição desse 

elemento para a parte aérea, em decorrência do alto teor nas reservas da semente. Da mesma 

forma, Machado (1985) verificou que o Al presente nas extremidades das raízes de V. thyrsoidea 

crescidas na ausência de Al é transportado a partir das reservas das sementes.  

 

4.4. Ultraestrutura dos cloroplastos da lâmina foliar de Q. grandiflora 

 

Estudos têm mostrado alterações na ultraestrutura de cloroplastos em função de vários 

tipos de estresses, como por exemplo, em condições de deficiência de minerais essenciais (Hall 

et al., 1972; Izaguirre-Mayoral & Sinclair, 2005; Chen et al., 2008). A deficiência de nutrientes 

em Zea mays (Hall et al., 1972), Glycine max (Izaguirre-Mayoral & Sinclair, 2005) e Oriza 
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sativa (Chen et al., 2008) resultou na ruptura da membrana do envelope do plastídio, dilatação 

do espaço intratilacoidal e aumento do número de plastoglóbulos (Solymosi & Bertrand, 2012). 

Além disso, plantas de arroz submetidas a estresse salino apresentaram cloroplastos 

arredondados e redução da integridade da membrana externa e das membranas dos tilacóides 

(Flowers et al., 1985; Borges et al., 2004). Também, condições de estresse hídrico em plantas de 

algodão (Gossypium hirsutum L.) afetou profundamente a estrutura dos tilacóides dos 

cloroplastos (Vieira da Silva et al., 1974). 

Como descrito, a integridade dos cloroplastos das folhas de Q. grandiflora foi 

comprometida drasticamente pela ausência de Al na solução nutritiva. Essas anormalidades 

foram observadas tanto em cloroplastos da lâmina foliar sem sinais de clorose quanto naqueles 

de regiões com clorose avançada.  

A presença de Al em tecidos foliares de plantas sensíveis provoca vários distúrbios, entre 

eles estão alterações na estrutura e o funcionamento de muitas organelas celulares (Konarska, 

2010). Entre todas as organelas, os cloroplastos aparecem como estruturas chave devido à síntese 

de matéria orgânica e produção de biomassa (Solymosi & Bertrand, 2012). Com isso, a 

deficiência ou o excesso de Al nas plantas pode provocar alterações na ultraestrutura dos 

cloroplastos e pode estar associada com danos metabólicos e moleculares (Solymosi & Bertrand, 

2012). No entanto, pouca atenção tem sido dada aos efeitos do Al nessas organelas devido à 

baixa mobilidade deste metal para a parte aérea da planta (Moustakas et al., 1996; Konarska, 

2010; Li & Xing, 2011).    

É importante dizer que as alterações na estrutura dos cloroplastos de Q. grandiflora, em 

decorrência da falta de Al durante o seu crescimento, encontra eco em outras espécies 

submetidas a outros tipos de estresses. Assim, plantas de milho (Thoiron et al., 1997)  

apresentaram cloroplastos com tilacóides desorganizados, com dilatações do espaço 

intratilacoidal e ausência de grana devido a deficiência de Fe. Semelhantes, as mesmas 

características em arroz foram relacionadas à deficiência de Zn (Chen et al., 2008) e em soja 

(Izaguirre-Mayoral & Sinclair, 2005) e espinafre (Possingham et al., 1964) relacionadas a 

deficiência de Mn. Essas anormalidades presentes em cloroplastos foram relacionadas ao 

aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) que causam graves danos 

oxidativos nas células (Choudhury & Panda, 2005).    

Adicionalmente, em Q. grandiflora foi observada maior frequência de plastoglóbulos nos 

cloroplastos de plantas controle. Os plastoglóbulos são partículas lipoproteicas localizadas nos 

cloroplastos. O incremento desses componentes nos cloroplastos está relacionado com o 

aumento do estresse oxidativo no aparato fotossintético, em função da atuação de compostos 
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como carotenoides, plastoquinonas e tocoferol (vitamina E) (Austin et al., 2006). Esses 

compostos atuam na proteção do aparato fotossintético contra a ação dos radiais livres (Austin et 

al., 2006). O estresse causado pela deficiência de minerais essenciais ocasiona o aumento de 

plastoglóbulos em trigo (Hall et al., 1972), soja (Weiland et al., 1975) e arroz (Chen et al., 

2008). Assim, a presença desses glóbulos lipoproteicos em plantas controle de Q. grandiflora 

sugere que essas plantas estão sob deficiência nutricional. Adicionalmente, esse fato pode indicar 

que esses cloroplastos respondem à falta da suplementação do Al de forma similar que outras 

plantas respondem a estresses relacionados a deficiências de minerais essenciais. 

Com relação ao acúmulo de grãos de amido em Q. grandiflora, verificou-se que estes 

compostos somente foram observados em cloroplastos de regiões foliares verdes de folhas do 

tratamento controle e naqueles de plantas tratadas com Al. Este fato pode estar associado com a 

integridade do aparelho fotossintético das folhas. É sabido que o conteúdo de pigmentos 

fotossintéticos foi significativamente menor em folhas de Q. grandiflora não tratadas com Al. 

Em adição, os cloroplastos de regiões totalmente cloróticas e mesmo aqueles de regiões não 

cloróticas apresentaram anormalidades quando comparados com os de plantas suplementadas 

com Al. Pode-se então inferir que a ausência de suplementação com Al durante o 

desenvolvimento das plantas foi prejudicial para o processo de fotossíntese nessa espécie.  

O acúmulo de amido em cloroplasto é considerado um evento temporário, visto que a 

função primária dessas organelas não é acumular reserva. Este tipo de amido é chamado de 

―amido primário‖ e é resultante direto da atividade fotossintética do cloroplasto, sendo 

degradado durante a noite e levado a diferentes órgãos e usado como fonte de energia para o 

crescimento (Sparla et al., 2006). Assim, a presença de grãos de amido e a integridade do 

aparelho fotossintético em plantas de Q. grandiflora suplementadas com Al são consistentes com 

o maior conteúdo de pigmentos fotossintetizantes e consecutivamente com o melhor crescimento 

e desenvolvimento dessas plantas.  

Os resultados da análise ultraestrutural corroboram com Andrade et al. (2011), onde 

relataram que a presença do Al nos cloroplastos de Q. grandiflora não apresentaram sinais de 

toxicidade para essas organelas. Além disso, o presente estudo mostrou que a ausência do metal 

durante o desenvolvimento das plantas resultou na desintegração progressiva dos cloroplastos, o 

que pode indicar um prejuízo no processo de fotossíntese dessas plantas. Contudo, é fato que 

durante o desenvolvimento, o Al é essencial para a manutenção da atividade fotossintética e é 

um elemento indispensável para o crescimento de plantas dessa espécie hiperacumuladora.   
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5. CONCLUSÕES 

 

 O crescimento de Q. grandiflora foi menor e significativamente afetado nas plantas não 

tratadas com Al; 

 A ausência da suplementação de Al durante o desenvolvimento das plantas reduziu 

significativamente os teores de pigmentos fotossintéticos;  

 A concentração foliar de Ca, Mg e P não apresentou diferença significativa entre os 

tratamentos. No entanto, a concentração do Fe nas plantas suplementadas com Al foi 

menor em relação às plantas controle;  

 O alto teor de Al nas sementes indica que a mobilização deste metal pode ocorrer durante 

a germinação; 

 O teor foliar de Al foi menor nas plantas suplementadas com o metal em comparação 

com as plantas controle. Sugere-se que essa menor concentração seja devido a maior área 

ocupada pelo metal, já que as plantas tratadas apresentaram um melhor desenvolvimento 

e maior comprimento da raiz principal e caule; 

 As micrografias de transmissão revelaram a desintegração progressiva dos cloroplastos 

das plantas controle (com e sem clorose), o que indica prejuízo do processo de 

fotossíntese nessas plantas; 

 Os resultados mostraram que o Al é um elemento importante para o funcionamento do 

aparato fotossintético e consecutivamente para o crescimento e desenvolvimento das 

plantas de Q. grandiflora.  
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CAPÍTULO II: Efeitos da presença e ausência de Al no metabolismo de Qualea 

grandiflora Mart. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. O alumínio nas plantas 

 

O alumínio é o terceiro elemento mineral mais abundante no solo (Jansen et al., 2002). 

Em solos ácidos (pH < 5,5), o Al solubilizado se torna disponível para as plantas sob a forma de 

Al
3+

, sendo que esta é considerada a espécie mais fitotóxica e danosa para espécies vegetais 

sensíveis ao metal (Kochian, 1995; Kochian et al., 2004). Cerca de 40% das terras 

potencialmente agriculturáveis de todo o mundo são ácidas, o que é limitante da produtividade 

agrícola mundial (Zhang et al., 2007). 

O Al
+3

, em plantas sensíveis, inibe o crescimento radicular e resulta na alteração da 

arquitetura e interrompe o alongamento da raiz (Clarkson, 1965; Munns, 1965). 

Consequentemente, esses efeitos diminuem grandemente a absorção e o aproveitamento de água 

pelo sistema radicular, induzindo o aparecimento de deficiências de nutrientes minerais (Foy et 

al., 1978). Além disso, o Al induz a produção de espécies reativas de oxigênio (Reactive Oxygen 

Species - ROS) devido ao estresse. Estes ROS são neutralizados por um sistema enzimático 

antioxidante, pois estes compostos podem causar sérios danos a importantes biomoléculas, como 

lipídeos, proteínas, ácidos nucléicos e pigmentos fotossintetizantes (Minocha et al., 1992; 

Mittler, 2002; Boscolo et al., 2003). 

Algumas espécies de plantas desenvolveram mecanismos de resistência ou tolerância ao 

metal (Barceló & Poschenrieder, 2002; Kochian et al., 2004). Nas espécies resistentes, o Al pode 

se ligar na parede celular através da substituição de Ca
2+

, e secreções nas raízes aumentam o pH 

da rizosfera, ou ocorre a exsudação de compostos quelantes que formam complexos estáveis com 

o Al (Ma et al., 2001). Dentre estes compostos, os principais são os ácidos orgânicos citrato, 

malato e oxalato liberados pelas plantas em resposta ao Al
3+

 (Brunner & Sperisen, 2013). Outras 

substâncias liberadas pelas raízes para quelar o Al na rizosfera incluem polipeptídios, compostos 

fenólicos, hidroxamatos cíclicos e mucilagem (Jones & Ryan, 2003; Poschenrieder et al., 2008).  

Vários estudos demonstram que o Al
3+

 intracelular também forma complexos com os 

ácidos orgânicos nas plantas tolerantes. No mecanismo de tolerância ocorre a quelação do metal 

com ácidos orgânicos no citosol das células radiculares e o subsequente armazenamento em 

compartimentos celulares como vacúolo, cloroplasto e parede celular (Ma et al., 2001; Kochian  
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et al., 2005; Andrade et al., 2011). Além dos ácidos orgânicos, há outros compostos que formam 

complexos, por exemplo, as substâncias fenólicas que se ligam ao Al
3+

 no citosol. Um aumento 

de compostos fenólicos na raiz foi observado em uma série de plantas lenhosas após a exposição 

ao Al
3+

, incluindo C. sinensis, Cryptomeria japonica, Eucalyptus viminalis, Gleditsia 

triacanthos, Picea abies, Pinus densiflora, Pinus thunbergii, Populustremuloides, 

Robiniapseudoacacia, e Rhus succedanea (Ofei-Manu et al., 2001). Nagata et al. (1992) 

descreveram em folhas de C. sinensis a presença de complexos de Al-catequina.  

1.2. Plantas acumuladoras de Al 

 

As espécies classificadas como acumuladoras são aquelas que apresentam concentrações 

foliares de Al acima de 1 g.Kg
-1 

de matéria seca (Chenery, 1948). Assim, muitas plantas nativas 

do Cerrado estão adaptadas ao Al e não ressentem a presença desse metal no solo. As famílias 

mais características dentre as acumuladoras são Melastomataceae, Rubiaceae e Vochysiaceae 

(Chenery, 1948; Haridasan, 1982). Além disso, todas as espécies de Qualea são enquadradas 

como acumuladoras, pois armazenam grandes quantidades em seus órgãos, como folhas e 

sementes (Haridasan, 2005). Até 2002 haviam sido identificadas mais de 100 espécies de plantas 

capazes de acumular grandes quantidades de Al sem demonstrar sinais de toxicidade (Barceló & 

Poschenrieder, 2002).  

Em fitofisionomias do Cerrado, algumas espécies acumuladoras de Al constituem uma 

grande porcentagem de indivíduos pertencentes à comunidade arbórea, provavelmente devido a 

vantagens competitivas em condições de solos ácidos. Por exemplo, apenas 5 das 38 espécies em 

um Cerrado sensu stricto no Distrito Federal são acumuladoras de Al, porém foram responsáveis 

por cerca de 30% do índice de valor de importância (IVI) na comunidade (Haridasan, 1987; 

2008). Adicionalmente, Qualea grandiflora Mart. está entre as dez espécies mais relevantes de 

uma área de Cerrado denso no Distrito Federal (Andrade et al., 2002). 

Algumas espécies de Cerrado têm baixo desempenho na ausência de Al, como por 

exemplo, M. albicans e V. thyrsoidea. Estas espécies apresentam clorose, necrose foliar e 

desenvolvimento anormal quando crescidas em substrato com elevada quantidade de calcário 

(Machado, 1985; Haridasan, 1988). Além disso, quando transplantadas para solos ácidos essas 

plantas recuperaram o seu crescimento normal. Em Q. grandiflora, Silva (2012) verificou que 

plântulas crescidas na ausência do metal também apresentaram menores crescimento, biomassa e 

teores de pigmentos fotossintéticos quando comparadas às plântulas crescidas na presença do Al.  
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A complexação do Al com substâncias orgânicas é um dos processos característicos dos 

mecanismos de detoxificação interna do metal pelas espécies acumuladoras (Lee & Foy, 1986; 

Ma et al., 2001; Watanabe & Osaki, 2002). Como exemplo, o acúmulo de Al nos vacúolos de 

células foliares de M. malabathricum se dá pela formação de complexos Al-oxalato (Lee & Foy, 

1986; Watanabe & Osaki, 2002), assim como em folhas de trigo (Ma et al.,1997
a
). O complexo 

Al-citrato ocorre em folhas de Hydrangea macrophylla, uma acumuladora que cresce em regiões 

temperadas (Ma et al., 1997
b
). Além disso, pode ocorrer a quelação do Al por ligantes 

inorgânicos em plantas acumuladoras, como no caso de Al-Si presente na parte aérea de 

Faramea marginata (Britez et al., 2002) e também nas folhas de várias espécies arbóreas de uma 

floresta tropical na Indonésia (Masunaga et al., 1998).  Em folhas de chá, as catequinas 

(polifenois) são os principais ligantes do Al e são a base da alta tolerância dessa espécie a este 

metal (Nagata et al., 1992). Adicionalmente, em plantas que acumulam outros metais a 

complexação pode ocorrer com a histidina, como no caso de Thlaspi caerulescens que forma o 

complexo Cd-histidina (Kupper et al., 2004). Em Alyssum sp a histidina livre também atua como 

quelante do níquel (Kramer et al., 1996). 

A compartimentalização do Al pode ocorrer em diferentes sítios celulares como nos 

vacúolos, cloroplastos e parede celular (Ma et al., 2001; Kochian et al., 2005; Andrade et al., 

2011).  Em plantas de chá (C. sinensis), o Al é encontrado na parede celular das células 

epidérmicas, o que é considerado como um mecanismo responsável pela detoxificação, visto que 

essas células não participam da fotossíntese (Tolrà et al., 2011). Adicionalmente, em Q. 

grandiflora e Callisthene major, o Al não só é transportado para as células do mesofilo, mas se 

encontra nos cloroplastos, sem danos aparentes para essas organelas (Andrade et al., 2011). 

Contudo, o papel do Al nos cloroplastos é uma questão-chave na compreensão da 

hiperacumulação em Vochysiaceae. Além disso, muito pouco se sabe sobre a possível interação 

de Al com a fisiologia da fotossíntese.  

1.3. Metabolismo vegetal 

 

O metabolismo é definido como a soma das reações anabólicas e catabólicas das 

estruturas celulares, ou seja, o total de modificações das moléculas orgânicas nas células vivas, 

sendo tais modificações catalisadas por enzimas (Nelson & Cox, 2014). Os metabólitos 

desempenham um papel muito importante na conexão das diferentes vias metabólicas que 

operam dentro da célula e podem ser divididos em primário e secundário (Villas-Bôas & 
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Gombert, 2006). Os metabólitos vegetais primários estão envolvidos nas vias metabólicas que 

são indispensáveis à vida celular, entre eles estão os carboidratos, proteínas, lipídeos, 

aminoácidos, ácidos orgânicos e ácidos nucleicos (Hall, 2006). Os metabólitos secundários estão 

relacionados a respostas a fatores externos, como defesa contra herbivoria e patógenos, sendo 

representados pelos alcaloides, terpenos, flavonoides, glicosídeos e taninos (Dunn & Ellis, 2005; 

Hall, 2006). 

O metabolismo das plantas pode ser afetado por vários tipos de estresses bióticos e 

abióticos que desencadeiam em mudanças bioquímicas, celulares e fisiológicas (Benitez, 2012). 

Em resposta a estresses ambientais, as plantas produzem ativamente as ROS que são capazes de 

oxidar vários componentes celulares e pode conduzir à destruição oxidativa da célula (Asada & 

Takahashi, 1987; Dat et al., 2000). Existem muitas fontes potenciais de ROS nas plantas, 

algumas são reações envolvidas no metabolismo normal, tais como a fotossíntese e a respiração 

(Mitler, 2002). 

A fotossíntese é um processo vital para o crescimento e sobrevivência das plantas durante 

o seu ciclo de crescimento. Cerca de 40% da massa seca da planta consiste em carbono, fixado 

na fotossíntese (Lambers et al., 2008). A fotossíntese, juntamente com o crescimento celular, 

encontra-se entre os processos primários a serem afetadas sob condições de estresse, como 

ocorre em plantas submetidas à seca (Chaves, 1991) e à salinidade (Munns et al., 2006). 

Adicionalmente, o estresse hídrico em plantas de girassol (Helianthus annuus L.) inibiu a 

fotossíntese nas folhas, pela diminuição da ATP-sintase e ATP (Tezara et al., 1999). 

De acordo com Foyer & Noctor (2003), a fotossíntese é uma importante fonte de 

oxidantes celulares. A quantidade dessas ROS, como H2O2, nos cloroplastos pode aumentar por 

várias ordens de magnitude durante o estresse em plantas (Queval et al., 2008). O equilíbrio 

entre a produção de ROS e o sistema antioxidante nos cloroplastos é importante para a 

manutenção das taxas fotossintéticas (Foyer & Shigeoka, 2011). Além de enzimas antioxidantes, 

alguns metabólitos como o ascorbato (ASA) e glutationa reduzida (GSH) são antioxidantes 

abundantes nas plantas que se acumulam a concentrações milimolares nos cloroplastos (Foyer & 

Halliwell, 1976; Foyer & Shigeoka, 2011).  

A produção de ROS sob condições de estresses ambientais resultam de rotas, como a 

fotorespiração, tanto a partir do aparato fotossintético como da respiração mitocondrial (Mittler, 

2002). No entanto, assim como os cloroplastos, as mitocôndrias também contêm mecanismos de 

eliminação desses ROS (Mittler, 2002). Além disso, alguns estudos têm relacionado as vias 
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bioquímicas de respiração com a adaptação ou estresse de plantas a determinadas condições 

ambientais. Como exemplo, o estresse a metais pesados em Amaranthus retroflexus L. reduziu a 

taxa de glicólise e o conteúdo de piruvato, sendo acompanhado por um aumento da via da 

pentose fosfato oxidativa e respiração residual (Rakhmankulova et al., 2003). 

1.3.1. Ácidos orgânicos  

 

Em várias espécies de plantas, ácidos orgânicos desempenham um papel crucial na 

desintoxicação do Al
3+

, seja por complexação com Al no citoplasma, ou na interface raiz/solo. A 

composição dos vários tipos ácidos orgânicos em determinada planta pode variar de acordo com 

a espécie, idade da planta e tipo de tecido (López-Bucio et al., 2000). De forma geral, a síntese 

dos ácidos orgânicos ocorre nas mitocôndrias através do ciclo de Krebs (ciclo dos ácidos 

tricarboxílicos), também no citosol da célula e, em menor quantidade no glioxiossomo como 

parte do ciclo do glioxilato (Ma et al., 2001).  

O malato, citrato e oxalato são ácidos orgânicos comumente encontrados nos tecidos 

vegetais e desempenham várias funções metabólicas. O citrato e malato estão presentes em todas 

as células vegetais e compõem o ciclo respiratório mitocondrial (Jones & Ryan, 2003). Além 

disso, o malato desempenha um papel importante na fotossíntese e na manutenção do pH interno 

e equilíbrio iônico (Lance & Rustin, 1984). O oxalato é um constituinte celular comum 

envolvido na regulação de Ca
2+

, balanço iônico e na desintoxicação de metais (Rahman & 

Kawamura, 2011). Como visto anteriormente, esses três ácidos orgânicos tem forte capacidade 

de quelação com cátions polivalentes e formam complexos estáveis com o Al na seguinte ordem 

de força: citrato > oxalato > malato (Jones & Ryan, 2003). De acordo com Hartwig et al. (2007) 

devido à estabilidade do citrato em formar quelatos com o Al
3+ 

é o ácido orgânico mais 

comumente exsudado entre as espécies na presença do Al.  

Esses ácidos orgânicos são sintetizados por diferentes enzimas. A forma básica da síntese 

de citrato é resultante da condensação do oxaloacetato com a acetil-CoA, catalisada por citrato 

sintase (CS). A metabolização de citrato em células vegetais pode ser realizada por vários 

caminhos, sendo que a via básica de conversão de citrato é sua oxidação via as reações do ciclo 

do ácido tricarboxílico (TCA) (Popova & Carvalho, 1998).  

Já o malato é sintetizado através da ação conjunta de carboxilase fosfoenolpiruvato 

(PEPC), que catalisa a conversão de fosfoenolpiruvato a oxaloacetato, e malato desidrogenase 
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(MDH), que provoca a redução do oxaloacetato para formar malato (Vance, 1997). De acordo 

com Casati et al. (1999) as enzimas envolvidas no metabolismo do malato são a malato 

desidrogenase, a malato sintase, a fumarase e a enzima málica. Quanto à síntese do oxalato, 

existem quatro vias propostas: 1) a partir de fosfoglicolato gerado na reação ribulose-1,5-

bisphosphate (RuBP) com o O2; 2) a partir de glioxilato produzido na reação de isocitrato liase; 

3) a partir de oxaloacetato via oxaloacetato liase e; 4) a partir de ácido ascórbico por oxidação 

(Raven et al., 1982). A biossíntese do oxalato pode ocorrer em peroxissomos ou no citoplasma 

(Libert & Franceschi, 1987).  

1.4. Metabolômica 

 

O termo ''metabolômica'' é definido como uma análise abrangente e quantitativa de todas 

as pequenas moléculas em um sistema biológico (Fiehn, 2001). O reino vegetal pode conter entre 

200.000 e 1.000.000 metabólitos, enquanto que para uma única espécie, o número pode se 

aproximar de alguns milhares (a estimativa para Arabidopsis é de cerca de 5.000) (Davies et al. , 

2010; Saito & Matsuda, 2010). Devido à grande variedade de moléculas com diferentes 

estruturas e propriedades químicas, não há até o momento nenhuma técnica única para identificar 

e quantificar todos eles (Obata & Fernie, 2012). Várias técnicas que incluem cromatografia 

gasosa-espectrometria de massa (GC-MS), a cromatografia líquida (CL)-MS, eletroforese capilar 

(CE)-MS e espectroscopia de ressonância magnética nuclear (NMR) são comumente utilizadas 

em pesquisa do metaboloma de plantas. 

A GC-MS tem sido a técnica mais utilizada para a investigação do metaboloma de 

plantas, especialmente por facilitar a identificação e quantificação dos metabólitos envolvidos 

nas vias centrais do metabolismo primário, tais como os açúcares, açúcares alcóolicos, 

aminoácidos, ácidos orgânicos e poliaminas (Schauer & Fernie, 2006; Sun et al., 2010; Wang et 

al., 2015
a
). O método possibilita a identificação rápida e confiável dos metabólitos e, além disso, 

fornece uma alta sensibilidade do material (Schauer et al., 2005).   

As respostas fisiológicas de plantas a estímulos ambientais envolvem alterações e/ou 

acumulação de metabólitos, levando a uma resposta fisiológica particular ou fenótipo (Verslues 

et al., 2006). Estudos têm utilizado as análises metabolômicas em plantas em resposta a várias 

condições de estresses. Como exemplo, em Arabidopsis sob estresse hídrico (Urano et al., 2009), 

em arroz submetidas a estresse salino (Zuther et al., 2007), em folhas de tomate sob a deficiência 
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de N (Urbanczyk-Wochniak & Fernie, 2005) e os efeitos de Cu, Fe e Mn em Brassica rapa, uma 

acumuladora de metal (Jahangir et al., 2008). 

Este estudo teve como objetivo investigar e comparar o perfil metabólico da lâmina foliar 

de plantas de Q. grandiflora crescidas na presença e na ausência de Al por meio da GC-MS.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Material vegetal 

 

Sementes de Q. grandiflora foram coletadas em áreas de Cerrado sensu stricto na 

Reserva Ecológica da Fazenda Água Limpa – UnB (FAL), na Reserva Ecológica do IBGE 

(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística) e Fazenda Dois Irmãos (Água Fria de Goiás-GO). 

As sementes foram germinadas e cultivadas em solução na presença e ausência de Al durante 90 

dias. O Al foi fornecido pela adição de 200 μM de AlCl3 na solução nutritiva 
1
/5 MS (Murashige 

& Skoog, 1962) e o pH foi mantido entre 4,5 e 5,0.  As plântulas cresceram em sacos plásticos 

(500 mL) contendo vermiculita esterilizada Agrofloc
®
 e as soluções nutritivas foram repostas 

duas vezes por semana.  

Folhas de cinco plantas de Q. grandiflora relativas a cada tratamento foram extraídas aos 

90 dias de crescimento em N2 líquido e separadas para análises dos metabólitos (armazenadas no 

-80º C). 

 

2.2. Determinação do perfil metabólico de folhas de Q. grandiflora crescidas na presença e 

ausência de Al 

 

As folhas das plantas foram liofilizadas e maceradas em cadinho até a obtenção de um 

fino pó, e então transferidas para tubos eppendorfs de 2 mL. A extração e derivatização das 

amostras seguiu o protocolo de Lisec et al. (2006), com modificações. A extração foi feita a 

partir de 10 mg da biomassa seca e adicionou-se à solução de extração, contendo 1.400 µL de 

metanol PA (Sigma-Aldrich) e 60 µL de solução ribitol (Sigma-Aldrich) à 0,2 mg.mL
-1 

em água 

ultra pura para cada amostra, equivalentemente. Então, a mistura foi incubada em um 

termoagitador a 1000 rpm a 70 °C por 10 min. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 10.000 g 
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por 10 min e o sobrenadante foi transferido para um microtubo de vidro. Ao sobrenadante foram 

adicionados 375 μL de clorofórmio e 750 μL de água Milli-Q a 4 °C e agitada por 10 s. A 

solução foi novamente centrifugada a 2.200 g por 10 min para a separação das fases. Em 

seguida, foram retirados da porção superior da solução alíquotas de 150 μL e transferidas para 

microtubos de plástico. Essas amostras foram secas em speed-vac a 25 ºC por 2 h e armazenadas 

a -80 °C até a sua derivatização.   

Antes da derivatização, as amostras foram colocadas no speed-vac a 30 °C por 30 min 

para a remoção de toda a água presente. Posteriormente, foi adicionado 40 μL de cloridrato de 

metoxiamina (Sigma-Aldrich) à 20 mg.mL
-1

 em piridina PA nos microtubos e agitadas por 2 h à 

37 ºC em placa aquecedora com agitador a 900 rpm. Logo após o tempo de incubação, 70 μL de 

N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida (MSTFA) (Sigma-Aldrich) foi adicionado e incubado 

à 37 ºC por 30 min em placa aquecedora com agitador a 900 rpm. Dessa solução, 100 μL foram 

transferidos para os inserts (tubos de microvolume de vidro).  

Os compostos metabólicos foram detectados em cromatografia gasosa acoplada à 

espectrômetro de massas (GC/MS). Parâmetros cromatográficos: a análise foi realizada com 

coluna capilar 30 m HP-5. A temperatura do programa começou com 70 °C por 5 min, seguido 

de um aumento de 5 °C.min
-1

 até a temperatura de 330 °C e mantido nessa temperatura por 10 

min. Os parâmetros de análise dos compostos das amostras foi proposto por Lisec et al. (2006).  

Os cromatogramas gerados foram alinhados com auxílio do programa MetAlign. Então, 

os cromatogramas foram exportados para o software AMIDIS (Automated Mass Spectral 

Deconvolution and Identification System), fornecido pelo Instituto Nacional de Padrões e 

Tecnologia (NIST, EUA). Neste software foi realizada a identificação dos metabólitos, com base 

na comparação do índice de retenção e massa dos cromatogramas, das amostras com as 

bibliotecas internas. A variação no perfil metabólico foi analisada por meio da comparação das 

médias através do teste t a 5% e 10% de significância.  

 

3. RESULTADOS 

 

3.1. Perfil metabólico 

 

O perfil metabólico de plantas de Q. grandiflora crescidas na ausência e presença de Al 

foi investigado com o propósito de determinar a influência deste metal no metabolismo dessa 



71 
 

espécie. A Tabela 1 apresenta os metabólitos identificados nas folhas de ambos os tratamentos, 

entre os quais estão ácidos orgânicos (8), ácido inorgânico (1), aminoácidos (2), açúcares 

alcoólicos (4) e açúcares redutores (4).  

Quanto aos ácidos orgânicos, dentre os oito identificados, cinco foram significativamente 

diferentes entre os tratamentos, a saber; ácido oxálico, ácido cítrico, ácido quínico, ácido 

chiquímico e ácido dehidroascórbico dímero. Com exceção dos ácidos oxálico e cítrico, as 

quantidades relativas dos demais foram maiores nas amostras das plantas crescidas com Al 

(Tabela 1). As maiores diferenças foram observadas nos ácidos chiquímico e dehidroascórbico 

dímero, onde as abundâncias relativas foram em torno de duas vezes maior no tratamento com 

Al, e no ácido oxálico na qual a abundância foi duas vezes maior no tratamento controle (Tabela 

1). 

Dentre os dois aminoácidos identificados, o ácido piroglutâmico apresentou diferença 

significativa entre os tratamentos. A abundância desse aminoácido foi em torno de quatro vezes 

maior nas plantas do tratamento controle. Ainda, entre os quatro açucares alcóolicos, o sorbitol 

também apresentou um aumento significativo nas plantas tratadas sem Al (Tabela 1).  

A Figura 1 apresenta o mapa do perfil metabólico em folhas de Q. grandiflora. As rotas 

metabólicas relacionam os compostos detectados nos dois tratamentos. As quantificações no 

perfil metabólico mostram alguns compostos marcados cujas diferenças foram significativas 

entre os tratamentos (Figura 1). 

 Os ácidos orgânicos citrato e malato são intermediários na rota do ciclo dos ácidos 

tricarboxílicos (TCA), sendo que seu precursor é o Acetil-CoA e o oxaloacetato, respectivamente 

(Figura 1). O ácido quínico é o precursor do ácido chiquímico e é formado pela condensação do 

fosfoenolpiruvato (PEP) e eritrose-4-fosfato. A rota do ácido chiquímico sintetiza triptofano, 

tirosina e fenilalanina (Figura 1). O aminoácido piroglutamato é sintetizado a partir do glutamato 

que é resultante do 2-oxoglutarato do TCA. O ácido ascórbico é sintetizado através de uma 

sequência de precursores de hexose que envolve principalmente a D-glucose e sua oxidação 

forma o ácido dehidroascórbico (Figura 1). 
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Tabela 1. Alterações das concentrações dos metabólitos identificados em folhas de plantas de Q. 

grandiflora do tratamento controle (CT) e alumínio (AL).  

 

Metabólitos Massa/Carga 
Tempo de retenção 

(µmin) 

Folds 

(AL/CT) 

Ácidos orgânicos 

     Ácido oxálico 147 12473   -0,49* 

  Ácido quínico 345 31121      1,37** 

  Ácido succínico 247 17751 1,09 

  Ácido málico 233 22541 -0,84 

  Ácido cítrico 273 30127   -0,6** 

  Ácido gálico 281 32772 1,18 

  Ácido chiquímico 204 29880    2,12** 

  Ácido dehidroascórbico dímero 173 30655  1,91* 

Ácido inorgânico 

     Ácido fosfórico 299 16763 -0,6 

Aminoácidos  

     Ácido glutâmico 246 25601 -0,34 

  Ácido piroglutâmico 156 23164   -0,24* 

Açucares alcoolicos  

     Viburnitol 217 31329 1,36 

  Galactinol 204 49624 -0,82 

  Sorbitol 319 32548   -0,71* 

  Mio-inositol 217 35501 -0,85 

Açucares 

     Galactose  319 32272 -0,94 

  Frutose  217 31419 1,11 

  Glicose  319 31930 -0,97 

  Sacarose 361 44767 -0,93 

As alterações (fold changes) foram calculadas usando a formula log2 (AL/CT). * Representam metabólitos 

significativamente diferentes considerando p<0,05 e ** representam metabólitos significativamente diferentes 

considerando p<0,1.  
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Figura 1. Perfil metabólico de amostras de folhas de Q. grandiflora crescidas na presença e ausência 

(controle) de Al. Os compostos marcados com estrela são significativamente diferentes entre si (p<0,05 e 

p<0,1). 

 

 

4. DISCUSSÃO  

 

4.1. Influência do Al sobre o conteúdo de ácidos orgânicos em Q. grandiflora 

 

Como mostrado, ocorreram variações significativas no conteúdo de ácidos orgânicos em 

plantas de Q. grandiflora. Estudos têm mostrado que as espécies acumuladoras de Al 

neutralizam o Al
3+

 pela formação de complexos com ácidos orgânicos ou outros compostos 

quelantes (Ma et al., 2001; Singh & Chauhan, 2011). Wang et al. (2015
b
) relataram que em duas 

espécies de Fagopyrum, o Al presente nas raízes e folhas foi encontrado na forma do complexo 

Controle 

Alumínio 
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Al-oxalato (1:3). Porém, poucos estudos deram atenção às alterações na concentração de ácidos 

orgânicos nos tecidos foliares em plantas acumuladoras de Al (Xu et al., 2016). 

No presente estudo, a suplementação de Al em Q. grandiflora induziu a um decréscimo 

significativo na concentração de citrato e oxalato nas folhas, quando comparado ao tratamento 

controle. Além disso, é importante ressaltar que houve uma redução no teor de Al nas folhas 

dessas plantas tratadas com o metal em comparação com o controle. É fato que se houver menor 

concentração de Al, há uma menor necessidade de quelação do metal, o que resulta na 

diminuição de citrato e oxalato no tecido foliar das plantas. Outrossim, os resultados indicaram 

que o oposto ocorre nas plantas controle, a maior concentração de Al presente nas folhas induziu 

o aumento no teor desses ácidos orgânicos nessas plantas.  

Em geral, esses dados são consistentes com o que já foi verificado em outras espécies, 

nas quais as concentrações desses ácidos orgânicos nas folhas se mantiveram ou aumentaram em 

resposta ao Al. Ma et al. (1998) relataram que o conteúdo de oxalato não foi alterado nas folhas 

de plantas tratadas com Al em trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum Moench. Cv Jianxi), 

variedade altamente resistente ao Al. Também, Miyagi et al. (2013) mostraram que sob 

influência do Al
3+

, três espécies de Rumex apresentaram um aumento no teor de oxalato em suas 

folhas. Em outra planta, Plantago algarbiensis Samp., o Al induziu um aumento significativo na 

quantidade de ácido málico na parte aérea (Martins et al., 2013). Gonçalves et al. (2005) 

relataram que os ácidos orgânicos, especialmente o ácido málico, desempenham um papel 

importante em cultivares de Sorghum bicolor, tolerantes a níveis elevados de Al.  

Os resultados em Q. grandiflora sugerem que a tolerância ao acúmulo de Al nas folhas 

está relacionada com a quelação ou a presença de ácidos orgânicos, em especial o citrato e 

oxalato. Além disso, sugere-se que a concentração desses ácidos orgânicos seja proporcional à 

concentração de Al no tecido foliar tanto em plantas do tratamento Al como nas plantas controle. 

O ácido chiquímico e quínico, encontrados em maiores quantidades nas plantas crescidas 

com o Al, fazem parte da via metabólica do ácido chiquímico (Figura 1). Nas plantas, essa rota 

metabólica é precursora de vários compostos aromáticos, como os aminoácidos fenilalanina, 

tirosina, triptofano e alcaloides derivados da quinoleína, e processa-se no citosol da célula 

vegetal (Nelson & Cox, 2014). Essa rota também está envolvida na biossíntese da maioria dos 

compostos fenólicos vegetais (Taiz & Zeiger, 2009). Dentre os representantes fenólicos, 

destacam-se os ácidos fenólicos, isoflavonoides, taninos, flavonoides, xantonas e cumarinas 

(Macedo et al, 2007). 
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O acúmulo de compostos fenólicos é comum em espécies do Cerrado e tem um papel 

importante na resistência das plantas contra as adversidades bióticas e abióticas (Bussotti et al., 

1998; Somavilla & Graciano-Ribeiro, 2011). Quimicamente, o gênero Qualea se caracteriza pela 

presença de ácidos fenólicos, terpenóides, flavonoides e taninos (Brito, 1986).  

Acredita-se que a concentração de Al em folhas de espécies de Vochysiaceae pode 

influenciar o comportamento herbívoro. De acordo com Nascimento (1989) e Nascimento et al. 

(1990) a percentagem média de área foliar predada em Vochysia divergens Pohl e V. rufa Mart. 

(Vochysiaceae) foi de 2,2% a 4,6% em uma área de Cerrado perto de Cuiabá. Assim, o teor de 

compostos fenólicos nas folhas é uma característica que faz com que as folhas sejam menos 

palatáveis, diminuindo a herbivoria como observado em espécies lenhosas do Cerrado (Sakita, 

2013). Essa hipótese tem encontrado suporte em Festuca arundinacea, onde a aplicação de Al se 

mostrou eficaz na redução da predação por herbívoros na planta (Potter et al., 1996).   

Adicionalmente, a biossíntese de lignina também tem origem a partir da fenilalanina 

através da via do ácido chiquímico (Stumpf & Conn, 1981). Hasegawa et al. (1960) 

demonstraram a conversão do ácido chiquímico em lignina. Além disso, este ácido está 

amplamente distribuído nas folhas e caules de muitas plantas lenhosas (Hasegawa et al., 1957; 

Higuchi, 1959). Peixoto et al. (2007) constataram que o aumento dos teores de lignina, assim 

como a de outros compostos fenólicos, nos ápices radiculares de sorgo foram consideradas 

indicadoras à tolerância ao Al
3+

. No entanto, em C. sinensis, uma hiperacumuladora de Al, o 

crescimento dessas plantas na presença de Al resultou na redução do teor de lignina (Ghanati et 

al., 2005). 

Os compostos fenólicos geralmente estão associados ao mecanismo de adaptação e 

resistência da planta ao meio ambiente (Sasaki et al., 1996; Rocha et al., 2011). Velozo (1988) 

encontraram uma elevada quantidade de fenóis em folhas de Q. grandiflora, variando 8-14%. 

Isto indica que o aumento do ácido chiquímico em folhas de Q. grandiflora tratadas com Al 

esteja relacionado com o aumento da biossíntese de fenóis, e dessa forma pode estar associado 

ao mecanismo de adaptação ao acúmulo do metal nos tecidos da planta.  

 

4.2. Outros metabólitos em resposta ao tratamento com e sem Al
3+
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Outros ligantes orgânicos, encontrados em plantas acumuladoras, são capazes de quelar o 

Al no citoplasma e, em seguida, compartimentá-lo em organelas como o vacúolo (Kochian, 

1995; Ramgareeb et al., 2004). Em cultivares de plantas de chá (C. sinensis), o ácido fosfórico 

desempenha um papel importante no mecanismo de Al-tolerância (Xu et al., 2016). Nessa 

espécie foi observado que o ácido teve um aumento significativo nas folhas de duas cultivares 

crescidas com Al. Além disso, Sun et al. (2009) consideraram que o mecanismo de tolerância e 

acúmulo de Al em plantas de C. sinensis estava relacionado à presença de complexos de Al-

fosfato e Al-oxalato nas folhas. 

Adicionalmente, em Q. grandiflora, comparado com o tratamento controle, o teor de 

piroglutamato foi significativamente menor nas folhas das plantas suplementadas com Al 

(Tabela 1 e Figura 1). O aminoácido piroglutamato é um componente na via do metabolismo da 

glutationa e resulta do glutamato (Anderson & Roberts, 1998). Alguns estudos têm observado a 

acumulação de aminoácidos após diferentes tratamentos de estresses, como glutamina e prolina 

em Hordeum vulgare L. sob estresse salino (Kaplan et al., 2004; Widodo et al., 2009). Lea et al. 

(2007) relatam o aumento dos níveis de asparagina sob condições de estresses, como por 

exemplo em resposta à presença metais, deficiências minerais e ataque de patógenos. Sob 

estresse salino, o ácido piroglutâmico acumula nas folhas de Thellungiella halophila (Oh et al., 

2007). Também, em A. thaliana, a exposição ao Cd resultou em um aumento significativo deste 

composto (Sun et al., 2010). No entanto, folhas de Q. grandiflora submetidas ao Al 

apresentaram níveis mais baixos de ácido piroglutâmico que aquelas das plantas controle. Com 

isso, pode-se sugerir que o aumento da síntese desse ácido nas folhas do tratamento controle 

pode ser decorrente do estresse resultante da ausência de Al durante o desenvolvimento dessas 

plantas.    

Outro composto que foi identificado em menor quantidade nas folhas de Q. grandiflora 

suplementadas com Al foi o sorbitol. Os açucares alcoólicos são considerados compostos de 

reserva formados durante o processo fotossintético e transportados pelo floema (Loescher et al., 

1995). Esses compostos possuem a capacidade de eliminação das ROS, fornecendo proteção à 

oxidação devido ao excesso de radicais de hidroxila (OH) e superóxido (O2
-
) (Keunen et al., 

2013; Stoyanova et al., 2011). Em maçã (Malus domestica Borkh. cv. Jonathan) sob condições 

de estresse hídrico, houve o acúmulo de sorbitol nas folhas (Wang et al., 1995). Já em folhas de 

aipo (Apium graveolens L. var dulce [Mill.] Pers.) ocorreu o aumento de outro açúcar alcoólico, 

o manitol,  como resultado do estresse salino (Stoop & Pharr, 1994). De acordo com Bohnert & 

Jensen (1996), muitas plantas acumulam determinados solutos em resposta a estresses 

ambientais, sendo os açucares alcoólicos os mais comuns. Dessa forma, a maior abundância de 
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sorbitol nas plantas controle de Q. grandiflora pode estar funcionando como antioxidante 

causado pela falta do Al na solução nutritiva durante o desenvolvimento dessas plantas. 

  Semelhante correlação pode ser feita em relação à maior abundância de ácido 

dehidroascórbico (DHA), nas folhas de plantas suplementadas com Al (Figura 1). O ácido 

dehidroascórbico resulta da oxidação reversível do ácido ascórbico, sendo que essa reversão atua 

como um sistema oxido-redutor (Nelson & Cox, 2014; Welch et al., 1995). O ácido ascórbico 

(AA), além de ser um metabólito essencial para o desenvolvimento e crescimento de plantas, 

também atua como um antioxidante contra os estresses abióticos e bióticos (Smirnoff, 2000; 

Noctor, 2006). A produção não-enzimática de antioxidantes em células vegetais, como o AA, é 

crucial para minimizar o estresse oxidativo induzido por ROS em plantas expostas a estresses 

(Ma et al., 2012; Mostofa et al., 2015).    

De acordo com Fecht-Christoffers et al. (2003), a elevada razão AA/DHA previne danos 

oxidativos em plantas. Em plantas de arroz tratadas com Ni, a diminuição da proporção 

AA/DHA foi atribuída à diminuição da capacidade antioxidante (Maheshwari & Dubey, 2009). 

Ribeiro et al. (2012) relataram que o aumento da proporção AA/DHA e a concomitante redução 

nos níveis de DHA ocorreu em paralelo com a acumulação de Al nas raízes, indicando o 

envolvimento do AA no mecanismo de tolerância de dois cultivares de arroz ao excesso de Al. 

A redução do teor de DHA em plantas controle de Q. grandiflora pode estar associado 

com as alterações nos estados redox e a maior teor do antioxidante AA, o que sugere um dano 

oxidativo nessas plantas induzido pela falta de Al suplementado na solução nutritiva. O oposto 

pode ocorrer em plantas crescidas na presença do metal, o aumento do DHA e 

concomitantemente uma redução no teor de AA, devido à inexistência de estresse oxidativo. É 

importante ressaltar que não é possível quantificar o AA por meio de GC-MS devido a sua 

elevada instabilidade. Por isso, mais estudos são necessários para avaliar a proporção AA/DHA 

em plantas de Q. grandiflora submetidas à presença e ausência do Al. 
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5. CONCLUSÕES 

 

 A análise por cromatografia gasosa permitiu a visualização de alterações metabólicas em 

Q. grandiflora crescidas na presença e ausência de Al; 

 O maior teor de alguns metabólitos, como o ácido piroglutâmico e sorbitol, em plantas 

controle comparado ao tratamento Al, pode estar relacionado ao estresse oxidativo que 

essas plantas se encontram devido à falta de Al na solução nutritiva durante o seu 

crescimento. Além disso, o estresse dessas plantas pode estar associado com a redução do 

ácido dehidroascórbico (DHA) e consecutivamente com o maior teor do antioxidante 

ácido ascórbico (AA) nessas plantas comparado as plantas com Al; 

 As plantas suplementadas com Al apresentaram maiores concentrações foliares de ácido 

chiquímico e quínico em relação ao controle. Sugere-se que o maior teor desses ácidos 

esteja relacionado com o aumento da biossíntese de compostos fenólicos nessas plantas; 

 A redução da biossíntese de ácido cítrico e oxálico em plantas do tratamento Al é 

consistente com a menor concentração foliar de Al nessas plantas comparado ao controle. 

Com isso, sugere-se que o teor desses ácidos orgânicos é proporcional à concentração de 

Al nas folhas das plantas suplementadas com o metal e das plantas controle. Logo, pode 

se sugerir que a tolerância ao acúmulo de Al em plantas de Q. grandiflora está 

relacionada com a participação dos ácidos orgânicos, principalmente ácido cítrico e 

oxálico, na quelação ao metal.  
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CONCLUSÃO GERAL 

 

Os resultados em Q. grandiflora mostraram que o Al é um elemento importante para o 

desenvolvimento e crescimento das plantas. A ausência da suplementação com metal nas plantas 

controle provocou sintomas de deficiência como clorose e redução do crescimento. Além disso, 

as plantas do tratamento Al apresentaram maiores concentrações de pigmentos fotossintéticos, o 

que pode estar relacionado à maior capacidade de produzir fotoassimilados e, além disso, ao 

melhor desenvolvimento dessas plantas. 

A análise quantitativa da concentração foliar de Al mostrou que as plantas tratadas com o 

metal apresentaram menor teor comparado ao controle. Isto sugere que o Al suplementado está 

diluído em uma maior área nos tecidos da planta inteira, ou seja, menor quantidade de Al por 

unidade de massa.  Como mostrado, as plantas tratadas com Al apresentaram maior crescimento 

e desenvolvimento comparado ao controle. Ainda, sugere-se que o sistema radicular das plantas 

do tratamento Al seja responsável por maior parte do acúmulo do Al suplementado na solução 

nutritiva. Contudo, mais estudos são necessários a fim de investigar a concentração radicular de 

Al em Q. grandiflora. Em adição, o Al detectado nas plantas controle indicou que o elevado teor 

do metal presente nas sementes da espécie foi redistribuído entre os diversos órgãos da planta. 

Em relação à quantificação dos outros elementos, os resultados mostraram que a absorção e 

transporte de Ca, Mg e P não foram afetadas com a ausência de Al na solução nutritiva das 

plantas. No entanto, o Al interfere na absorção e transporte de Fe para as partes aéreas de Q. 

grandiflora.  

Ainda, a ausência do Al durante o desenvolvimento das plantas afetou a integridade dos 

cloroplastos, no qual ocorreu a desintegração progressiva desses plastídios nas plantas controle 

(lâmina foliar com e sem clorose). Isto sugere que a falta do metal na suplementação das plantas 

resulta em prejuízo no processo fotossintético, indicando que o Al é importante para a 

manutenção da atividade fotossintética. 

O perfil metabólico das plantas de Q. grandiflora tratadas com Al mostrou uma redução 

na biossíntese dos ácidos orgânicos oxalato e citrato comparado ao controle. Como mencionado 

anteriormente, as plantas do tratamento Al também apresentaram uma menor concentração do 

metal. Isto sugere que o Al está sendo quelado por esses ácidos orgânicos e ainda, a 

concentração do oxalato e citrato é proporcional à concentração de Al presente nas folhas. 

Contudo, a tolerância ao acúmulo de Al em Q. grandiflora pode estar relacionada com a 



93 
 

participação do oxalato e citrato na quelação ao metal. Adicionalmente, o aumento dos 

metabólitos ácido piroglutâmico e sorbitol em plantas controle pode estar associado ao estresse 

oxidativo que essas plantas se encontram devido à ausência de Al na solução nutritiva durante o 

crescimento dessas plantas. 

Os resultados obtidos abrem perspectivas para trabalhos futuros a fim de confirmar a 

participação dos ácidos orgânicos no mecanismo de quelação do Al nos tecidos de plantas 

acumuladoras nativas do Cerrado, já que ainda não há relatos da investigação desse mecanismo. 

A espectroscopia de 
27

Al-NMR detecta as formas de Al presente nas células, podendo verificar a 

complexação do metal com os ácidos orgânicos, o que é de grande importante para comprovar 

esse mecanismo de tolerância dessas plantas.  

 

 


