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Devagar, mas sempre

Observo o espirito de sequéncia e gradacéo que prevalece nos minimos
setores da natureza.

Nada se realiza aos saltos e, na pauta da Lei divina, ndo existe privilégio
em parte alguma.

Enche-se a espiga de grdo em grao.
Desenvolve-se a arvore, milimetro a milimetro.
Nasce a floresta de sementes insignificantes.
Levanta-se a construgdo peca por peca.

Comeca o tecido nos fios.

As mais famosas paginas foram produzidas letra a letra...
... Ha ensejo favoravel a realizacéo?

Age com regularidade, de alma voltada para a meta.
Ha percalcos e lutas, espinhos e pedroucos na senda?
Prossegue mesmo assim.

O tempo, implacavel dominador de civilizacdes e homens, marcha apenas
com sessenta minutos por hora, mas nunca se detém.

Guardemos a licdo e caminhemos para diante, com a melhoria de nds
mesmaos.

Devagar, mas sempre.

Francisco Candido Xavier/Emmanuel. Fonte Viva 37° edicéo, 517 p.



Resumo

O aluminio (Al) é um elemento toxico existente no solo, promovendo alteracGes de
crescimento, desenvolvimento e a produtividade das culturas. Os objetivos desta pesquisa
foram verificar as respostas fisioldgicas e anatdbmicas de Solanum lycopersicum L.
(Solanaceae) cv. Micro-Tom cultivadas com Al, e caracterizar o potencial desta planta como
modelo genético para estudo quanto a toxicidade a este metal; verificar a possibilidade de
duas linhagens mutantes hormonais de Micro-Tom, com baixa sensibilidade para AIA (dgt) e
para ETo (Nr) demostrarem alteracbes fisiologicas de crescimento, desenvolvimento e
produtividade, na presenca do Al; e verificar a expressdo dos hormonios auxina e etileno para
o desenvolvimento do fruto e da semente sob acdo do Al, através da expressdo dos
promotores de transcri¢cdo fusionados ao gene reporter GUS em duas linhagens transgénicas
de Micro-Tom, pDR5::GUS e pEBS::GUS. Cultivaram-se as plantas em solugéo nutritiva até
a frutificacdo. Avaliou-se: concentracdo de nutrientes nos 0rgaos vegetais, taxas
fotossintéticas, teor de pigmentos cloroplasticos, crescimento, produtividade dos frutos,
localizacdo histologica do Al nos frutos e sementes, lignificacdo das raizes, expressdo e
atividade da enzima GUS fusionada aos genes promotores da transcricdo em frutos de 5 e
8mm e maduros. Plantas de Micro-Tom apresentaram reducdo na absorg¢do dos nutrientes Mg,
K, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn e Mo, assim como no crescimento, produtividade e teor relativo de
agua, principalmente nas concentracdes de 200 uM e 300 uM de Al. Houve maior
concentracdo do teor de sélidos solUveis nos frutos das plantas cultivadas com 300 uM Al. A
histolocalizagdo com Morin mostrou o Al presente nos frutos e sementes, principalmente no
xilema, evidenciando a translocacdo do Al para a parte aérea. Em dgt na presenca do Al
houve maior reducdo de biomassa e da concentracdo de nutrientes na raiz, menor acumulo de
Al nas raizes e nos frutos comparados a linhagem selvagem (WT), reducdo nos teores de
pigmentos cloroplastidicos e nas taxas de assimilacdo de carbono e transpiracdo, presenca de
mais frutos verdes que maduros, maior teor de sélidos sollveis na fase intermediaria de
desenvolvimento, e textura mais rigida. Em Nr houve reducdo da concentracdo de nutrientes
na raiz e elevacdo de Mg nos frutos, porém ndo houve aumento na concentracdo de Al como
ocorrido para WT e dgt nos frutos. Houve reducdo do crescimento radicular, elevacdo do teor
de clorofila b, menor taxa para eficiéncia da fluorescéncia da clorofila a, a mesma proporgéo

de frutos verdes e maduros, maior teor de sélidos sollUveis nos frutos, e textura dos frutos



menos rigida como encontrado em plantas WT. O Al alterou crescimento e desenvolvimento
da parte aérea e raizes nas linhagens pDR5::GUS e pEBS::GUS. Nos frutos a transcricdo dos
genes fusionados aos promotores de auxina e etileno ocorreu de forma antagdnica nos
estagios de desenvolvimentos avaliados. A atividade da enzima GUS foi mais elevada nos
frutos de 5Smm e maduros na linhagem pDR5-GUS e mais elevada nos frutos de 8mm em
pEBS-GUS, indicando sinalizagdo dos horménios em resposta ao Al através da inducéo do

prolongamento no amadurecimento do fruto e desenvolvimento da semente.

Palavras-chave: ~Micro-Tom. Histolocalizacgdo de aluminio. Auxina e etileno.

Desenvolvimento vegetal.



Abstract

Aluminum (Al) is a toxic element found in the soil, promoting changes in growth,
development and crop productivity. The objectives of this research were to verify the
physiological and anatomical responses of Solanum lycopersicum L. (Solanaceae) cv. Micro-
Tom cultivated with Al, and to characterize the potential of this plant as a genetic model for
studying the toxicity to this metal; to verify the possibility of two Micro-Tom hormonal
mutant strains, with low sensitivity for AIA (dgt) and for ETo (Nr) demonstrating
physiological changes in growth, development and productivity, in the presence of Al; and to
verify the expression of the hormones auxin and ethylene for fruit and seed development
under Al action, through the expression of transcription promoters fused to the GUS reporter
gene in two Micro-Tom transgenic lines, pDR5::GUS and pEBS: :GUS. Plants were
cultivated in nutrient solution until fruiting. The following were evaluated: concentration of
nutrients in plant organs, photosynthetic rates, content of chloroplastic pigments, growth, fruit
productivity, histological location of Al in fruits and seeds, lignification of roots, expression
and activity of the GUS enzyme fused to transcription promoting genes in fruits of 5 and 8
mm and mature. Micro-Tom plants showed a reduction in the absorption of nutrients Mg, K,
Ca, Mn, Fe, Cu, Zn and Mo, as well as in growth, productivity and relative water content,
mainly in the concentrations of 200 uM and 300 uM of Al . There was a higher concentration
of soluble solids in the fruits of plants cultivated with 300 pM Al. Histolocalization with
Morin showed Al present in the fruits and seeds, mainly in the xylem, evidencing the
translocation of Al to the aerial part. In dgt in the presence of Al, there was a greater reduction
in biomass and nutrient concentration in the root, less accumulation of Al in roots and fruits
compared to the wild strain (WT), reduction in chloroplast pigment contents and in carbon and
carbon assimilation rates. transpiration, presence of more unripe than ripe fruits, higher
content of soluble solids in the intermediate stage of development, and more rigid texture. In
Nr there was a reduction in the concentration of nutrients in the root and an increase in Mg in
the fruits, but there was no increase in the concentration of Al as occurred for WT and dgt in
the fruits. There was reduced root growth, increased chlorophyll b content, lower rate for
chlorophyll a fluorescence efficiency, the same proportion of unripe and ripe fruit, higher
soluble solids content in the fruit, and less rigid fruit texture as found in plants wt. Al altered
shoot and root growth and development in pDR5::GUS and pEBS::GUS strains. In fruits,

transcription of genes fused to auxin and ethylene promoters occurred in an antagonistic



manner in the evaluated developmental stages. GUS enzyme activity was highest in 5mm and
mature fruits in the pDR5-GUS strain and highest in 8mm fruits in pEBS-GUS, indicating
hormone signaling in response to Al through induction of prolonged fruit ripening and

development of the seed.

Keywords: Micro-Tom. Aluminum histolocalization. Auxin and ethylene. Plant development.
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Introducéo geral

A toxicidade do aluminio (Al) é um dos principais problemas de estresse abidtico em todo
0 mundo onde o solo acido esta presente. Al mostra um efeito toxico entre o pH do solo 4,5 e
5,5. A toxicidade do aluminio (Al) € uma das principais limitacbes ao crescimento radicular,
prejudicando a absor¢do de agua e nutrientes e compromentendo o desenvolvimento como um
todo das plantas (Rahman et al., 2020; Rahman e Upadhyaya, 2021).

O aluminio tem efeitos benéficos e toxicos nas plantas dependendo do pH do solo, das
espécies quimicas de Al, do gendtipo e condicdo de crescimento da planta (Rahman e
Upadhyaya, 2021). Algumas pesquisas mostram que o Al favorece o crescimento radicular
de plantas acumuladoras de Al, como em plantas de Camellia sinensis L. melhorando a
absorcdo de fosforo (Konishi, 1992) e aliviando o estresse causado por toxicicidade de Mg em
plantas de Camellia japonica (Liu et al., 2020). Haridasan, (1982) demonstrou que em plantas
acumuladoras de Al, como Qualea grandiflora, Q. parviflora, Q. multiflora, Vochysia
thyrsoidea, V. elliptica, Miconia ferruginata, M. pohliana, Palicourea rigida a elevada
concentracdo foliar de Al ndo alterou a concentracdo de nutrientes essenciais como célcio,
magnésio, potassio, ferro, manganés, zinco e fosforo.

Na contra-mdo das investigacfes dos efeitos beneficos do Al em plantas, os efeitos da
toxicicidade deste metal ainda vem sendo investigados em varids genotipos e cultivares para
elucidar os mecanismos que envolvem a sensibilidade e tolerancia ao Al. Plantas afetadas pela
toxicidade do aluminio podem apresentar a alteracdo na anatomia das raizes, como um dos
primeiros sintomas em consequéncia ao efeito tdxico, tendo as células epidérmicas rompidas,
a redugdo no tamanho da coifa e o desarranjo de tecidos meristematicos. As raizes entéo

ficam mais grossas e com coloragdo mais escura, além de apresentar altos teores de lignina
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em regides proximas ao apice radicular. O que explica a redugdo no crescimento das raizes na
presenca do aluminio (Gupta et al., 2013; Hartwig et al., 2007 ).

Pesquisas mais recentes trazem a investigacdo de estratégias para mitigacdo dos efeitos
toxicos atribuidos ao Al, com o uso dos nutrientes boro, magnésio, silicio e enxofre em
incrementos no solo. E outra vertente vem trazer o resultado de aplicagfes dos hormonios
como a auxina, acido salicilico, brassinoesteroides e jasmonato para estimular o crescimento
das plantas e aliviar o sintomas de estresse por Al (Rahman e Upadhyaya, 2021) .

Além disso, o cultivo em sistemas hidropdnicos utilizando plantas modelos com
modificacdes genéticas tém também possibilitado o avanco das pesquisas para a compreensao
dos efeitos do Al em plantas. Segundo Miguel et al, (2010) os sistemas hidropbnicos sob
condi¢des controladas sdo uma forma adequada de avaliacdo de progénies resistentes e
tolerantes aos elementos minerais, por proporcionarem vantagens como 0 pronto acesso ao
sistema radicular e a possibilidade de monitoramento e controle do pH e das concentracdes de
aluminio e de outros ions importantes a expressao das reacdes de sensibilidade ou néo.

A utilizacdo de plantas modelo vem ocorrendo em investigacdes que associam a genética e
a fisiologia para elucidar mecanismos de detoxificacdo e de tolerancia ao estresse por Al. Esta
pratica auxiliara ndo s6 o entendimento dos efeitos do Al em plantas agricultaveis, mas
também permitira a conhecer como plantas nativas toleram melhor o Al no solo. Nesse
sentido o microtomateiro, Solanum lycopersicum L. cv Micro-Tom (Solanaceae), uma planta
modelo, vem ganhando muito espaco nas investigacfes cientificas para o entendimento de
diversos tipos de estresse bidtico e abidtico. Varios gendtipos mutantes e transgénicos
utilizando o Micro-Tom ja foram desenvolvidos, possibilitantando o entendimento de muitos

aspectos fisiélogicos. De acordo com Meissner et al., (1997) e Lima et al., (2004) o uso desta
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planta é vantajoso, pois o ciclo de vida desde a semeadura a maturacdo dos frutos é curto, e
sendo plantas de pequeno porte requerem pequenos espacos para seu cultivo.

Sendo assim, este trabalho foi construido em trés capitulos. No primeiro capitulo
investigou-se a hipdtese de que o Micro-Tom seria uma planta modelo promissora para a
utilizacdo em estudos com aluminio. No segundo capitulo a hipdtese investigada foi de que
plantas mutantes hormonais cultivados na presenca do Al podem demostrar alteragdes
fisioldgicas que revelem as consequéncias da toxicidade ao metal sob as acdes hormonais de
auxina e do etileno. E no terceiro capitulo foram testadas as hipdteses de que frutos de plantas
transgénicas cultivadas com aluminio e em estagios diferentes de desenvolvimento podem ter
alterado a producao de auxina e etileno e que a expressao desses hormdnios pode ser realizada
de forma sincronizada para promover o desenvolvimento do fruto e da semente.

Os resultados apresentados nesta tese indicam que, 0 Micro-Tom apresentou-se como um
modelo promissor para estudos relacionados a toxicidade do Al. Os hormdnios auxina e
etileno, sinergicamente, contribuem para o crescimento adequado das raizes e da parte aérea
das plantas. O Al afetou mais o crescimento e a produtividade de plantas com
comprometimento da percepcdo de auxina do que aquelas para percepcdo do etileno. E
guando foram utilizadas plantas mutantes e transgénicas cultivadas com Al ocorreu a
expressdao de auxina e etileno de forma sincronizada, porém antagbnica, em diferentes
estadgios maturacdo do fruto e além disso o Al favoreceu a expressdo desses hormdnios por
um tempo mais prolongado no desenvolvimento.

Os resultados deste trabalho poderdo auxiliar as pesquisas que buscam entender os
mecanismos de acdo do Al nas plantas e como ocorre a adaptagdo a condicdo de estresse,
além de sugerir a incorporacdo de genes ligados ao desenvolvimento em técnicas de

melhoramento para que as plantas possam ter um melhor desempenho em solos &cidos.
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Capitulo 1: Localizacao histoldgica do aluminio e seus efeitos morfofisiologicos em

Solanum lycopersicum cv. Micro-tom

Resumo: O aluminio (Al) é um dos principais elementos toxicos existentes no solo, o que
prejudica a producdo vegetal em todo o mundo. O objetivo deste trabalho foi verificar as
respostas fisiologicas e anatbmicas de Solanum lycopersicum L. (Solanaceae) cv. Micro-Tom
ao cultivo com Al, e caracterizar o potencial desta planta como modelo genético para estudo
qguanto a toxicidade a este metal. Para tanto, plantas Micro-Tom foram germinadas em
substrato comercial e posteriormente cultivadas em solucdo nutritiva contendo 0 (controle),
100, 200 e 300 uM de Al até a frutificacdo. Avaliaram-se a concentracdo de nutrientes nos
Orgdos vegetais, as taxas fotossintéticas, o teor de pigmentos cloroplasticos, o crescimento, a
produtividade, a qualidade dos frutos e a localizacdo histologica do Al nos frutos e sementes.
Os resultados mostraram que as plantas Micro-Tom apresentaram reducdo na absorcédo dos
nutrientes Mg, K, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn e Mo, assim como no crescimento, produtividade e teor
relativo de &gua, principalmente nas concentracdes de 200 uM e 300 uM de Al. Houve maior
concentracdo do teor de solidos soltveis nos frutos das plantas cultivadas em solugédo nutritiva
contendo 300 uM Al, provavelmente devido ao menor teor relativo de dgua encontrado nas
plantas submetidas a esse tratamento. A localizacéo histolégica do Al com Morin mostrou que
0 Al estava presente nos frutos e sementes, principalmente nos vasos do xilema, evidenciando
a translocacdo do Al para a parte aérea da planta. Com base nesses resultados, o0 Micro-Tom
apresentou-se como um modelo promissor para estudos relacionados a toxicidade do Al.

Palavras-chave: Histolocalizag¢&o de aluminio, metal, nutri¢cdo vegetal, Micro-Tom, xilema.
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Histological location of aluminum and its morphophysiological effects in Solanum
lycopersicum cv. Microtom

ABSTRACT: Aluminum (Al) is one of the main toxic elements in the soil, which harms plant
production worldwide. The objective of this work was to verify the physiological and
anatomical responses of Solanum lycopersicum L. (Solanaceae) cv. Micro-Tom to cultivation
with Al, and to characterize the potential of this plant as a genetic model for studying the
toxicity to this metal. For this purpose, Micro-Tom plants were germinated in commercial
substrate and later cultivated in nutrient solution containing 0 (control), 100, 200 and 300 uM
of Al until fruiting. The concentration of nutrients in plant organs, photosynthetic rates,
content of chloroplastic pigments, growth, productivity, fruit quality and histological location
of Al in fruits and seeds were evaluated. The results showed that the Micro-Tom plants
presented a reduction in the absorption of nutrients Mg, K, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn and Mo, as
well as in growth, productivity and relative water content, mainly in the concentrations of 200
pM and 300 uM of Al. There was a higher concentration of soluble solids content in the fruits
of plants grown in nutrient solution containing 300 uM Al, probably due to the lower relative
water content found in plants submitted to this treatment. The histological location of Al with
Morin showed that Al was present in the fruits and seeds, mainly in the xylem vessels,
evidencing the translocation of Al to the aerial part of the plant. Based on these results, the
Micro-Tom presented itself as a promising model for studies related to Al toxicity.

Keywords: Aluminum hystolocation, metal, plant nutrition, Micro-Tom, xylem.
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Introducéo

O aluminio (Al) é um elemento mineral que apresenta ampla distribuicdo na crosta
terrestre, sendo sua toxidez o principal fator limitante a produtividade vegetal em solos
acidos, os quais abrangem cerca de 40 a 50% das areas agricultaveis do mundo,
particularmente na regido tropical e subtropical (Kochian, 1995; Kochian et al., 2015). Os
fons AIP* sdo progressivamente solubilizados conforme o pH do solo se reduz e em
quantidades que limitam o crescimento das raizes (Kochian, 1995; Marschener, 1997). Dentre
as principais consequéncias da acidificacdo do solo estdo: alteracGes na disponibilidade de
nutrientes essenciais, substituicao de cations de bases trocaveis como calcio (Ca®*), magnésio
(Mg?") e potéassio (K*), por Al e H'e dissolucdo de complexos minerais contendo Al,
manganés e ferro (Rahman, 2018), o que resulta em sintomas de deficiéncia mineral e severas
alteracOes metabdlicas.

Além do efeito de inibicdo do alongamento da raiz, fons AI** também podem provocar
alteracbes em outros processos moleculares e fisioldgicos, como na duplicacdo de DNA, na
divisdo celular, na respiracdo, no alongamento celular e no metabolismo mineral e hormonal
(Kochian, 1995). Tém-se sugerido que o primeiro dano provocado pelo Al se localiza na
parede celular, com alteracdo de suas propriedades, reduzindo o crescimento das células
(Klimashevskii e Dedov, 1975). Segundo Kochian (1995), ha dificuldades em separar
respostas primarias ou iniciais, relacionadas a inibi¢do do crescimento de raizes, de respostas
secundarias, que surgem como resultado do dano ao sistema radicular, como a reducéo da
absorcdo de agua e de nutrientes.

Em recente revisdo Rahman e Upadhyaya (2021) resumem a fitotoxidade do Al, quanto ao
aspecto anatdomico considerando lesdo do apice radicular, nas células meristematicas na zona

de elongacdo das raizes, deposicdo de calose e lignina nas células radiculares, lesdo da
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membrana plasmatica, reducdo de células estomaticas, danos as membranas dos cloroplastos e
degradacéo de clorofilas, espessamento e escurecimento radicular e necrose foliar. Quanto ao
aspecto bioquimico e fisiolégico os autores citam, a reducdo na aquisicdo de agua e
nutrientes, inibicdo de transporte intracelular através dos plasmodesmos, peroxidacdo lipidica,
producdo de espeécies reativas de oxigénio e reducdo nas taxas fotossintéticas, além da
inibicdo do crescimento da raiz, da germinacédo, do crescimento da parte aérea e curvamento
de folhas jovens.

Vaérias espécies, gendtipos e cultivares de plantas vém sendo investigados ou servindo de
modelos para elucidar os mecanismos de toxidez, sensibilidade e tolerancia ao Al. Neste
sentido, diversas plantas da familia Solanaceae, inclusive importantes espécies empregadas na
alimentacdo humana, foram identificadas como sensiveis ao Al e apresentam de maneira
precoce sintomas comprometendo o crescimento radicular, comprometendo a produtividade
(He et al., 2019). Portanto, estudos que possam demonstrar os efeitos toxicos do Al em
plantas de significativo interesse econdémico, como as da familia Solanaceae, e que tem
muitos representantes importantes comercialmente, devem ser continuamente produzidos. E
assim, estes estudos podem auxiliar também em pesquisas de controle genético da tolerancia e
sensibilidade ao Al em programas de melhoramento genético.

Neste trabalho foram utilizadas plantas de Solanum lycopersicum L. cv. Micro-Tom
(Solanaceae), considerada uma planta modelo, e muito investigada em estudos classicos da
fisiologia vegetal para o entendimento de diversos tipos de estresse bidtico e abidtico.
Genotipos mutantes e transgénicos de Micro-Tom ja foram desenvolvidos, possibilitantando o
entendimento de muitos aspectos fisidélogicos, como hormonal, por exemplo. A
experimentacdo com plantas de Micro-Tom € vantajosa, pois seu cultivo pode ser conduzido

sob luz fluorescente com alta densidade (Shikata e Ezura, 2016). O seu ciclo de vida desde a
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semeadura a maturacdo dos frutos compreende entre 70 — 90 dias, e por serem plantas de
pequeno porte, requerem pequenos espacos para seu cultivo (Meissner et al., 1997; Lima et
al., 2004).

O objetivo deste trabalho foi verificar as respostas fisiologicas e anatdmicas de Solanum
lycopersicum L. (Solanaceae) cv. Micro-Tom ao cultivo com Al, e caracterizar o pontecial

desta planta como modelo genético para estudo quanto a toxicidade a este metal.

Materiais e métodos

Cultivo das plantas

A pesquisa foi desenvolvida no Departamento de Botanica (ICB/UFMG) em Belo
Horizonte / MG.

Sementes do cultivar Micro-Tom (Solanum lycopersicum L.) foram colocadas para
germinar em potes plasticos descontaminados, contendo a mistura de substrato comercial
Bioplant e vermiculita média na proporcédo de 1:1 (V/V) e a germinacdo das sementes ocorreu
em sala de crescimento, sob condi¢des de bancada com estrutura de luz artificial, de condicdo
de luminosidade de aproximadamente 100 pumol m? s™, fotoperiodo de 12 h e 90% de
umidade.

Apbs 7 dias da germinacdo, as plantulas com 2 pares de folhas verdadeiras foram
individualizadas e transferidas para caixas de acrilico pretas de tamanho de 42,5 cm de
comprimento x 10,5 cm de altura x 12,0 cm de largura, e com capacidade para 5 L. As caixas
foram preenchidas com solucdo nutritiva de Watanabe e Osaki (2001) para o cultivo
hidropdnico, e as plantas permaneceram suspensas em suporte de borracha EVA (Etil Vinil
Acetato). Inicialmente as plantas permaneceram por sete dias, com a metade da forca idnica

desta solugdo nutritiva, para aclimatacdo. Todo o cultivo hidrop6nico foi conduzido em sala
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de crescimento, nas mesmas condi¢fes de luminosidade, fotoperiodo e umidade que foram
germinadas.

Apds a aclimatacdo, a solucao hidropénica inicial foi substituida por solu¢do nutritiva com
100% de forca idnica, e mesma componsicao quimica inicial exceto pela inclusdo do cloreto
de aluminio (AICl3). Foram definidas 8 plantas para cada tratamento: 0 uM Al (controle),
100 uM Al, 200 uM Al e 300 uM Al Todas as solucBes nutritivas com e sem Al foram
trocadas uma vez por semana, para manutengéo do aporte de nutrientes, e o pH corrigido para
4,3. Este procedimento se repetiu até o encerramento do cultivo aos 110 dias apds a

germinacéo (d.a.g).

Avaliacdo de elementos quimicos

Ao encerramento do cultivo, amostras de raiz, caule, folha, fruto e semente, das plantas
que cresceram sob concentracdes diferentes de Al, foram secas em estufa a 70°C por 48h,
trituradas em moinho (Micro Moinho Tipo Willye, TE-648,Tecnal) e acondicionadas em
recipientes herméticos para posterior analise quimica dos elementos, no Departamento de
Quimica da UFMG.

Para analise dos elementos quimicos as amostras foram submetidas a digestdo acida de
acordo com o protocolo descrito por Masson et al., (2010), com algumas modificacdes.
Aproximadamente 0,1g de massa seca de raiz, folha, caule, fruto e sementes, de 5 plantas de
cada tratamento, escolhidas aleatoriamente, foram pesadas em balanca analitica e submetida a
digestdo com &cido nitrico (HNO3) por 12h. Em seguida, as amostras foram diluidas em agua
MiliQ e perdxido de hidrogénio (H,0,), e levadas para completa digestdo em Microondas
(Ethosl) por 1h15min. Apds resfriamento, as amostras foram transferidas para tubos falcon de

15 ml e o volume ajustado para 12 ml com agua MiliQ. As amostras foram lidas em ICPMS
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(plasma—mass spectrometry) model ASX 500. Foram avaliados o conteudo dos seguintes
nutrientes no tecidos analisados: Na, Mg, Al, K, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn, e Mo.
Avaliacdo da fluorescéncia da clorofila a e eficiéncia no transporte de elétrons

(ETRmax)

As determinagdes relativas & emisséo de fluorescéncia da clorofila a foram efetuadas a
temperatura ambiente, utilizando medidor de fluorescéncia modulada (MINI — PAM, WALZ).
Os valores do rendimento quéantico potencial do fotossistema Il (Fy /Fy) foram determinados
em folhas intactas, na altura do 5° entren0, para cada uma das 8 plantas por tratamento, apos
adaptacéo ao escuro por 1h (Lemos Filho, 2000).

A performance fotossintética foi determinada enpregando niveis crescentes de luz durante
cerca de 4 min, em oito estadios de 30s cada. Ao final de cada nivel de luz foi aplicado um
pulso saturante para determiner os valores de Fy /Fy e ETRmax, em fases de antese, frutos

verdes e frutos maduros.

Avaliacao das trocas gasosas foliares

As medidas de condutancia estomatica (gs), da transpiracdo (E) e da taxa de assimilacdo do
carbono (A) foram realizadas em folhas, em fase de antese, frutos verdes e frutos maduros,
com o auxilio do medidor de gases por infravermelho (IRGA) Licor (LI 6400XT) na altura do
5° entrend de cada uma das 8 plantas por tratamento, sob densidade de fluxo de fotons
fotossinteticamente ativos (DFFFA) de 1000 mmol.m™.s™ fornecida por uma lampada de led

acoplada.
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Parametros de crescimento e acimulo de biomassa

Foram realizadas as medidas para avaliagdo do crescimento e acumulo de biomassa aos
110 d.a.g.. O didmetro do caule na altura do 6° entrend, o comprimento total da planta, a
altura do 3°, 4° e 5° entrends foram avaliados com o auxilio de um paquimetro digital de 0,150
mm (modelo Eda 7 VS 6”). Foram também avaliados o nimero de folhas das plantas até a 1°
inflorescéncia no caule principal.

O material vegetal foi separado em parte aérea e radicular para obtencdo da massa fresca
(9) e seca (g) empregando a balanga analitica. A soma da massa fresca (g) e seca (g) das
partes configurou a massa fresca (g) e seca (g) total de cada plantula, respectivamente. A
massa seca foi avaliada ap6s 70°C de manutencdo do material vegetal em estufa de secagem a
48h.

A érea foliar especifica foi medida considerando a 5° e 6° folhas das plantas. Utilizou-se o
Scanner HP Scanjet G4050 para obtencdo das imagens e o programa Image J para o célculo
da érea foliar. O valor resultante foi levado em consideracdo para obtencdo da area foliar

especifica, segundo a férmula: AFE= AF (area foliar) (cm?) / MS (massa seca) (g)

Teor de pigmentos cloroplastidicos

Trés seccdes de aproximadamente 1,0 cmde diametro da parte mediana da 7° folha de cada
uma das 8 plantas por tratamento foram cortadas e imediatamente pesadas em balanca
analitica de precisdo. Cada amostra foi colocada em tubos Eppendorf com 500 uL de
dimetilsulfoxido (NEON, Séo Paulo) e deixada em local escuro a temperatura ambiente por
72h. Foram retirados 250 mL do sobrenadante da solucdo e aplicados em placa Elisa e

submetido a analise em Espectrofotdmetro Leitor de Microplacas (ELISA, Thermo Scientific
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Multiskan FC), nos comprimentos de onda de 480, 649 e 665 nm. O teor de clorofila a, b, e
carotenoides foi calculado de acordo com as equacdes propostas por Wellburn (1994).

Conteuddo relativo de agua

Ao encerramento do experiment de cultivo, retirou-se a 3° folha , mais préxima da base do
caule, de cada uma das 8 plantas por tratamento, com o peciolo intacto, e as mesmas foram
pesadas imediatamente apds a remocao, para obtencdo da massa fresca. Em seguida, as folhas
foram submerssas em &gua destilada por 24 h e entdo pesadas para obtencéo da massa tdrgida
(9). As amostras, entdo, foram colocadas em estufa a 70°C por 48h, para obtengdo da massa
seca. A partir desses dados foi calculado o conteddo relativo de agua, segundo Barrs (1968),
de acordo com a formula: {(Massa fresca - Massa Seca) / (Massa Targida — Massa Seca)} *

100

Analise da produtividade

Para analise da produtividade as caracteristicas avaliadas foram: nimero total de frutos;
frequéncia de frutos verdes e maduros; massa fresca dos frutos (g); diametro de frutos (mm);
teor de solidos soluveis (% °Brix).

O didmetro dos frutos foi medido com paquimetro digital de 0,250 mm (modelo Eda 7 VS
6”) considerando o sentido horizontal de cada fruto, posicionando a inser¢dao do peciolo
voltado para cima.

Para a avaliacdo do teor de solidos solaveis foi utilizado o refratdmetro digital HANNA
modelo HI96801 (0 a 85% de °Brix). As amostras de frutos, sem as sementes, foram
processadas em um almofariz com auxilio de um pistilo para a coleta de fragdes liquidas, que

foram colocadas sob o prisma do aparelho.
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Para definicdo da maturacdo dos frutos, foi utilizado o método de coloracdo, segundo a
classificacdo para o tomateiro disponivel em Rodrigues et al., (2007), com modificacdes, pois
foram adotados os critérios estadio verde (frutos totalmente verdes) e estadio maduro (frutos
coloridos ou totalmente vermelhos).

Avaliacdo anatébmica e histoquimica dos frutos de tomate para deteccéo do Al

Para a histolocalizacdo de Al, foi utilizado o teste com o marcador bioquimico Morin.
Amostras de frutos contendo sementes obtidas apds o cultivo das plantas em 0 pMol
(controle), 100 uMol, 200 uMol e 300 uMol de Al foram fixadas em solu¢do de Karnovsky
(2,5% glutaraldeido e 4,5% de formaldeido, em 0,1mol™ tampao fosfato, em pH 7.2)
(Karnovsky, 1965) por 48 h, desidratada em etanol, emblocadas em Paraplast Plus® (Sigma-
Aldrich), e seccionadas (14-16 pum) em um micrétomo rotativo (Leica Jung Biocut)
(Johansen, 1940). As laminas foram desparafinizadas em acetato de butila & 40°C e imersas
em etanol 95% por 10 min, cobertas com solucdo de morin (Morin 0,2%, acido acético 0,5% e
etanol 85%). Posteriormente, as laminas foram lavadas com etanol 95% e montadas em agua
destilada (Vitorello e Haug, 1997).

A analise das laminas foi realizada em microscépio de epifluorescéncia (Leica DM2500
Led, Wetzlar, Alemanha) com um filtro FITC (excitacdo de 450-490 nm luz). E as laminas
desparafinadas e ndo submetidas ao Morin foram imersas em etanol 95%, lavadas, montadas
com &gua destilada e analisadas como controles. ReacBes positivas foram indicadas por

fluorescéncia verde conforme descrito por Vitorello e Haug (1997).



31

Andlise estatistica

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado. Os resultados das
analises foram tratados estatisticamente utilizando analise de variancia por GLM seguido por
andlise de contraste, considerando diferenga significativa de P < 0,05, de acordo com o
programa R (R Core Team, 2015).

Todos as figuras para os dados quantitativos foram elaboradas com o auxilio do programa

GraphPad Prism verséo 6,01.

Resultados

Avaliacdo de elementos quimicos

A presenca do Al comprometeu a concentragdo dos nutrientes minerais nos diferentes
orgdos da planta. Foi encontrada maior concentragdo de Al nas raizes das plantas submetidas
as diferentes concentracdes do metal e em relacdo aos outros drgdos das plantas testadas
(Figura 1). A concentracdo de Al foi maior na parte aérea nas folhas de plantas submetidas ao
Al, destacando-se a concentragdo de 200 uM de Al, e nas sementes submetidas a
concentragao de 100 uM de Al.

A concentracdo de sddio (Na) foi elevada nos 6Orgdos das plantas submetidas aos
tratamentos com o Al, principalmente na raiz, caule e folha, quando submetidos a
concentragdo de 100uM de Al. A concentragdo de magnésio (Mg) apresentou-se mais elevada
apenas no caule das plantas submetidas a 100uM de Al. Todos 0s tratamentos com o Al
induziram uma redugdo significativa na concentragdo de Mg na raiz, folha e fruto. Da mesma
forma foi encontrado redugéo significativa na concentracdo de magnésio (Mg) nas sementes
nas plantas cultivadas com 200 e 300uM de Al. Houve redugado significativa na concentragao

de potassio (K) nas folhas e frutos principalmente quando as plantas foram submetidas as
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concentragdes de 200 e 300uM de Al. Apenas nas sementes de plantas submetidas a 300 uM
de Al foram encontrados valores superiores de K. Houve maior reducdo da concentracdo de
calcio (Ca) nas plantas submetidas a 300uM de Al, inclusive nas folhas. A concentra¢do de
Mn diminuiu nas raizes, folhas, e frutos, principalmente nos tratamentos de 200 ¢ 300uM de
Al, sendo que as sementes submetidas a 300uM de Al apresentaram os menores valores de
Mn, quando comparado aos demais tratamentos de Al. A concentragédo de ferro (Fe) diminuiu
significativamente nas raizes de plantas submetidas ao Al. Para os tratamentos de 100 e
300uM de Al foram encontradas as maiores reducdes de Fe nas folhas e nos frutos. Houve
uma reducdo no acumulo de Fe apenas nas sementes das plantas submetidas a 200 uM de Al.
As reduc0es significativas do acimulo de cobre (Cu) foram encontrados nas folhas de plantas
submetidas ao tratamento de 100 uM de Al e nos frutos das plantas submetidas a todas as
concentracdes de Al. Nas sementes houve reducdo significativa na concentracdo de Cu
quando submetidas a 200 e 300 uM de Al. As plantas que foram submetidas as concentracdes
de 200 e 300 uM de Al tiveram as maiores redugdes para as concentra¢des de zinco (Zn) nas
raizes, folhas e frutos. Houve o aumento significativo de Zn nas folhas de plantas submetidas
a 100 uM de Al e diminui¢do da concentracdo deste elemento nos frutos e sementes de
plantas cultivadas a 200 ¢ 300 uM de Al. Todos os orgaos apresentaram redugdo da
concentracdo de Mo, principalmente a parte aérea das plantas, destacando as sementes
submetidas a 300 uM de Al. Nas raizes foram encontrados as maiores redugdes quando as
plantas foram submetidas a 100 e 300 uM de Al.

Alguns sintomas de deficiéncia mineral foram observados nas plantas tratadas com o Al
em relagcdo ao controle (Figura 2A). Nas plantas tratadas com 100 uM de Al (Figura 2B) ndo
estdo destacados estes sintomas, pois foram pouco aparentes. Porém, nos exemplares

submetidos a 200 (Figura 2C) e 300 uM de Al (Figura 2D) acentuou-se: 0 retorcimento e
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enrugamento das folhas, e a clorose foliar principalmente nas folhas mais velhas, o verde
escuro das folhas (Figura 2B, 2C e 2D), a cor parpura dos caules (Figura 2D), o
amarelamento e a necrose das pontas do limbo foliar (Figuras 2C e 2D). E em relagdo as
raizes foi possivel observar o escurecimento principalmente nas plantas submetidas a maior

concentracdo de Al, com cor acastanhada (Figura 2D).

Avaliacdo da fluorescéncia da clorofila a e eficiéncia no transporte de elétrons

(ETRmax)

E possivel observar reducéo significativa (P < 0,05) do rendimento quantico potencial do
fotossistema Il (Fv/Fy), nas plantas submetidas aos tratamentos de Al na fase de frutos
maduros (Figura 3C). Na fase de antese e frutos verdes ndo houve variacdo significativa nos
valores de Fy /Fy.

A eficiéncia na taxa de transporte de elétrons (ETR) foi reduzida significativamente (P <
0,05) nas plantas submetidas ao tratamento com Al, nas fases de antese (Figura 3D) e de
frutos maduros (Figura 3F), e com as duas maiores concentracdes de Al na fase de frutos

verdes (Figura 3E).

Teor de pigmentos cloroplastidicos

Em relacdo aos pigmentos fotossintetizantes (Figura 4) verificou-se reducdo significativa
guanto ao teor de clorofila a nas plantas cultivadas na maior concentracdo de Al, assim como
reducdo significativa no teor de clorofila b nas plantas submetidas a todos os tratamentos com
Al. A razdo clorofila a/b e os teores de carotendides ndo foram alterados. A razdo
carotenodides/clorofilas aumentou progressivamente nas plantas submetidas a maior

concentragéo de Al.
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Avaliacao das trocas gasosas foliares

Em plantas submetidas aos tratamentos contendo Al em fase de antese (Figura 5A e 5D)
ndo foram observadas alteragfes significativas para os parametros gs e E. Enquanto que, em
fase de frutos verdes (Figuras 5B e 5E) e maduros (Figuras 5C e 5F) os valores para estes
parametros foram significativamente menores para gs e E, respectivamente.

Quanto a taxa de assimilagdo de carbono interno apenas nas plantas submetidas a 200 uM
de Al, na fase de antese (Figura 5H), houve aumento significativo. E em fases de frutos
verdes (Figura 5H) e maduros (Figura 51) houve queda significativa desses valores,

assemelhando-se aos parametros de gs e E ja destacados para essas fases.

Contetido Relativo de Agua (CRA)

A Figura 6 apresenta a relacdo existente entre o conteudo relativo de agua (CRA) e os
tratamentos contendo Al na solucdo nutritiva. Foi observado uma reducéo significativa no

CRA de plantas submetidas as diferentes concentracdes de Al.

Parametros de crescimento e acimulo de biomassa

As plantas tratadas com Al tiveram reducdo significativa do diametro do caule na altura do
6° entrend, no comprimento do 3°, 4° e 5° entrends e no comprimento total das plantas (Figura
7A, B, C, D e E, respectivamente). As plantas submetidas a 300 uM de Al alcangcaram um
menor crescimento total comparado aos outros tramentos com Al e em relagdo ao controle.

Todos os tratamentos de Al induziram também a reducgdo significativa da area foliar
especifica (AFE) considerando as 5° folhas das plantas (Figura 7F), enquanto que, a analise da

AFE das 6° folhas, indicou que ndo houve alteracdo nas plantas submetidas ao Al (Figura 7G).
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Houve reducdo significativa da massa fresca e seca das raizes nas plantas tratadas com 200
e 300 uM de Al (Figuras 8A e B), enquanto que em relacdo a parte aérea observou-se valor
menor de massa fresca nas plantas submetidas a todos os tratamentos de Al (Figura 8C) e

reducdo significativa na massa seca de plantas submetidas a 300 uM de Al (Figura 8D).

Anélise de produtividade

Houve uma diminuicdo significativa na producdo de frutos em plantas tratadas com 200 e
300uM de Al Plantas tratadas com 200uM de Al produziram cerca de 35% a menos de frutos,
enquanto que nas plantas que foram tratadas com 300uM de Al essa reducdo foi ainda mais
acentuada, chegando a aproximadamente 80% a menos de frutos (Figura 9A).

A frequéncia de frutos verdes (Figura 9B) no periodo de encerramento de avaliacdo das
plantas mostrou ser menor em plantas tratadas com 200 ¢ 300uM de Al, respectivamente,
qguando comparadas ao tratamento sem Al e com 100uM de Al. Em contrapartida a esse
resultado houve aumento significativo na frequéncia de frutos maduros (Figura 9C) em
plantas submetidas com as maiores concentragdes de Al no encerramento do periodo de
avaliacdo das plantas.

Plantas tratadas com 200uM de Al tiveram redugdo de 26% no diametro dos frutos,
enquanto que plantas tratadas com 300uM de Al apresentaram a redugdo de 46% no didmetro,
em relacdo aos frutos de plantas cultivadas sem Al (Figura 9D). Além disso, todos 0s
tratamentos de Al reduziram significativamente a massa fresca dos frutos, chegando a pesar
49% menos (Figura 9E).

Apesar das reducGes no numero total de frutos, didmetro de frutos e massa fresca houve
aumento significativo no teor de solidos solGveis em frutos verdes e maduros de plantas

submetidas ao Al. Esse aumento foi progressivo conforme o aumento de Al em solugéo
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nutritiva, sendo que os frutos verdes e maduros de plantas tratadas com 300 uM de Al
chegaram a apresentar cerca de 43% a mais de teor de solidos sollveis em frutos verdes e
40% a mais de teor de sélidos soltveis em frutos maduros, que os frutos de plantas cultivadas

sem Al (Figuras 9F e 9G, respectivamente).

Avaliacdo anatdmica e histoquimica dos frutos de tomate

No corte longitudinal do pedinculo (Pe) conectado ao fruto apresentado na Figura 10A, é
possivel evidenciar o xilema (Xy) entrando na regido do parénquima da columela (Cm). Na
Figura 10C a exoderme (Ex) aparece recoberta por cuticula espessa (Cu) e camadas celulares
do mesocarpo (Me). E na Figura 101l encontra-se o diagrama da organizagdo anatomica do
tecido das sementes, com testa (Te), endosperma (En) e embrido (Em). Observa-se a detecgéo
fraca de Al na testa (Te) e no endosperma (En) nas plantas cultivadas sem Al (Figura 10J).

Destaca-se a reacdao observada com Morin quando a planta foi submetida a concentracdo
de para o 100 uM de Al, na Figura 10D, evidenciando a autofluorescéncia da cuticula e a
reacdo levemente positiva para Al nas paredes celulares do pericarpo (exocarpo +
mesocarpo), e em (K) a detecgéo ligeiramente moderada de Al na testa (Te) e na endoderme
(En) da semente.

Em plantas tratadas com 200 uM de Al observa-se a reacdo Al positiva do Morim nas
paredes celulares das células do mesocarpo (Me) (Figura 10E), a presenca de Al nas paredes
do xilema (Xy) nos feixes vasculares que estdo imersos no mesocarpo (Me) (Figura 10F) e a
reacdo positiva para Al no xilema (Xy) e no ndcleo das células do parénquima da regido da
placenta (PI) ligadas a semente (S) (Figura 10H). A Figura 10 L evidencia a deteccéo forte de

Al no tegumento (Te), endosperma (En) e embri&o.
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Para plantas de Micro-Tom tratadas com 300 uM de Al destaca-se a reacdo de Morin
positiva para Al, nas células do xilema (Xy) do pedunculo (Pe) e nos ndcleos (Nu) das células
parenquimaticas adjacentes (Figura 10B) e a marcacdo intensa de Al no xilema (Xy) e no

nucleo (Nu) das células do parénquima na regido da placenta (PI) (Figura 10G).

Discussao

Nas plantas de Micro-Tom testadas neste trabalho foi possivel constatar a presenca do Al
em todos os 6rgdos das plantas, inclusive no fruto e na semente. Resultados semelhantes
foram encontrados para trigo (Scott et al., 1992) e arroz (Macédo e Jan, 2008), por exemplo.

As folhas de plantas de Micro-Tom chegaram a apresentar 788,1 mg.Kg™ de Al em plantas
submetidas a 200 uM de Al ¢ 646,17 mg.Kg™ de Al em plantas submetidas a 300 pmol de Al
Segundo Foy (1984), plantas com teores maiores de 1.000 mg.kg™ de Al nas folhas s&o
consideradas acumuladoras. Logo, usando essa referéncia de classificacdo, pode-se dizer que
as plantas de Micro-Tom testadas neste trabalho ndo acumularam Al nas folhas o suficiente
para serem considerados como plantas acumuladoras.

Logo, a presenca do Al na parte aérea dessas plantas, mesmo que em concentracdes
menores quando comparados com as raizes, evidenciou a mobilidade deste ion tdxico entre 0s
6rgdos, demostrando que as raizes das plantas de Micro-Tom tiveram compremetida a funcéo
de barrar a entrada ou de reter o Al em suas superficies. O que permitiu que este elemento
fosse transportado para a parte aérea, demonstrando o contrario do que é relatado para plantas
tolerantes ao Al, como descrito por Foy et al., (1978).

As plantas de Micro-Tom submetidas ao Al, principalmente aquelas crescidas em maiores
concentracdes de Al, apresentaram nos 6rgdos a reducdo na concentracdo dos seguintes

elementos minerais: Mg, K, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn e Mo. Os resultados reafirmam aqueles
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achados por Simon et al., (1994), que investigaram Lycopersicum esculentum em solucgéo
nutritiva contendo 0, 10, 25 ¢ 50 uM de Al e verificaram também a reducdo do contetdo de
Ca, K, Mg, Mn, Fe e Zn nas raizes, caules e folhas. He et al., (2019) relataram em revisao, a
ocorréncia de deficiéncia mineral em consequéncia a toxicidade imposta pelo Al também ja
foi encontrado em diversos genotipos de Solanum tuberosum.

Neste trabalho as reducgdes de nutrientes nos 6rgdos das plantas podem ter ocorrido pela
presenca do Al, que por sua vez pode estar indisponibilizando alguns desses nutrientes em
solucdo, mesmo tendo sido realizado o controle do pH no cultivo. E pode ter ocorrido também
a competicdo do Al com alguns elementos pelos sitios de absorcéo celular. A exemplo disto é
a competicdo entre o Al com o Ca e Mg pelos mesmos sitios de absor¢do nos canais de
membrana, como ja relatado por Matsumoto (2000). E provavelmente, por este motivo que
plantas cultivadas com Al podem apresentar os sintomas relacionados a deficiéncia de Ca e
Mg.

No presente trabalho foram observados alguns sintomas visuais da deficiéncia de K, Zn e
Cu (retorcimento e enrugamento das folhas), Mg, Fe, Mn e Mo (clorose foliar principalmente
nas folhas mais velhas), e outros sintomas como reducdo do didmetro do caule, pode ser
realcionado a deficiéncia de K e Zn. E isto foi também com as avalia¢cGes nas medidas de
crescimento. A deficiéncia de Ca pbde ser observada também na demonstracdo da cor
acastanhada e escura das raizes nas plantas submetidas a maior concentracdo de Al. e apesar
de ndo ter sido avaliado a concentracdo de fésforo (P) nas folhas, sugere-se a presenca de
sintomas de deficiéncia realcionada a este elemento, como o verde escuro das folhas, a cor
vermelho purpura dos caules, 0 amarelamento e a necrose das pontas do limbo foliar.

Singh et al. (2017), em sua revisédo, explicitam a ligacdo do Al aos constituintes das

paredes celulares de células da raiz, acaba interferindo na funcdo destes constituintes, altera a
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extensibilidade da parede celular, e desta forma ocorre a restricdo do movimento da agua para
dentro das células e na aquisicdo de nutrientes minerais. Logo, como afirma Freitas et al.
(2006), o Al favorece a deficiéncia mineral em plantas, por interferir no processo de absorcao,
translocacéo e transporte de nutrientes.

Resultados semelhantes foram relatados para outras plantas relacionando o estresse por Al
com a deficiéncia mineral de plantas, principalmente de P, K, Ca, Mg e Mo (Freitas et al.
2006; Macédo e Jan, 2008; Rahman et al. 2018). Bhalerao e Prabhu (2013) também
destacaram que varios trabalhos ja comprovaram a deficiéncia mineral de macro e
micronutrientes em genotipos sensiveis ao Al em trigo, milho e até em pteriddfitas.

As menores concentracdes encontrados para as plantas de Micro-Tom, relacionados ao
Mg, Fe e Mo podem ser somados aos resultados encontrados para a analise de pigmentos e
parametros de fotossintese das plantas tratadas com o aluminio, ja que esses elementos estéo
diretamente relacionados a formacdo de pigmentos (associacdo do Mg e clorofila), e nas
reacOes da fotossintese (Fe e Mo). Logo, a reducdo significativa no teor de clorofilas,
principalmente nas plantas submetidas a maior concentracdo de Al, induziu também a reducéo
nas taxas fotossintéticas. Segundo Shaul (2002), o ion Mg pode estar relacionado ao controle
das correntes idnicas através dos cloroplastos e dos vacuolos, e no controle do equilibrio
ibnico nas células, além de auxiliar no controle da abertura estomaética, sendo assim um
macronutriente essencial para o crescimento da planta, maturacdo do fruto e melhoria da
qualidade dos frutos. As reducdes na concentracdo de Mg nas plantas de Micro-Tom tratadas
com Al podem ser um importante fator que colaborou para os valores das taxas de
conduténcia estomatica, transpiracdo e assimilacdo de CO,. Foi possivel verificar reducao
significativa desses parametros, principalmente em plantas cultivadas sob 300 uM de Al, em

fase de frutificagdo. Varios sdo os estudos, que também relataram esse efeito do Al sob o
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aparato fotossintético em plantas de café (Konrad et al., 2005), arroz (Silva et al., 2012) e em
varias espécies de solanaceas (He et al., 2019).

As plantas de Micro-Tom submetidas ao Al apresentaram reducdo no crescimento total, no
desenvolvimento das folhas, nos teores de massa seca e fresca das raizes e parte aérea, na
producdo e no desenvolvimento dos frutos.

Resultados de reducdo de biomassa se assemelham aos demonstrados por Simon et al.,
(1994) no cultivo do Lycopersicum esculetum principalmente quando submetidos a
concentracdo mais elevada de Al em seu experimento, que correspondeu a 50 uM de Al,
demonstrando que o Al em solucdo nutritiva interferiu na nutricdo mineral e reduziu o
crescimento destas plantas.

A reducdo na taxa de crescimento do caule principal observado neste trabalho, pode ser
consequéncia da exposicao das plantas ao Al, como ja relatado em outros trabalhos. Segundo
Gupta et al. (2013), a reducdo do crescimento da parte aérea como consequéncia da
toxicidade por Al pode ser agravada pela falta de agua e nutrientes minerais, induzidos pelo
tempo de exposicdo ao metal e também pela sua concentracdo na solucdo, além das
deformacgdes morfoldgicas das plantas afetando consequentemente funcbes metabolicas e
fisiolégicas, como a manutencdo da atividade fotossintética, o que contribuiria diretamente
para o0 agravamento da condicdo do estresse.

Segundo Bhalerao e Prabhu, 2013, danos a area foliar, como necrose e enrolamento do
limbo, como os que foram relatados aqui para plantas submetidas ao tratamento com Al, séo
comuns em plantas submetidas ao estresse por este metal e provocam reducéo da area foliar e
da fotossintese. Resultados semelhantes de reducdo do didmetro do caule e da &rea foliar

também ja foram relatados por Vasconcelos et al. (2020), quando investigados os sintomas de
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toxidez de Al em feijdo (Phaseolus vulgaris) e por Silva et al. (2013), quando avaliando
cultivares sensivel e tolerante em arroz (Oryza sativa L.).

Os resultados encontrados para o contetdo relativo de agua (CRA), significativamente
menores em folhas de plantas tratadas com Al sugerem a ocorréncia de deficiéncia hidrica
destas plantas, talvez imposta pela limitacdo da absorcado de agua em consequéncia dos danos
ao sistema radicular. Neste trabalho foi possivel observar o escurecimento das raizes
indicando possivel necrose de tecido radicular, principalmente nas plantas crescidas com 300
uM de Al, o que estaria comprometendo a absor¢do de agua e nutrientes por estas plantas.
Além disso, os dados encontrados para o0 CRA certamente colaboraram para a elevagédo
significativa dos solidos solGveis em frutos de Micro-Tom cultivados em 300 uM de Al
Surapu et al. (2014), também observaram reducdo do CRA principalmente do cultivar
sensivel de Lycopersicum esculentum, quando cultivada em solugao nutritiva com 500 pM de
Al.

Em relacdo ao teste histoquimico com a solucdo de Morin, em células e tecidos de plantas
de Micro-Tom, confirmou a eficiéncia do reagente na detec¢do do Al mesmo em baixissimas
concentracdes, como ja evidenciado por Havas (1986). O Morin também foi eficiente para
deteccdo do aluminio no simplasto e no apoplasto, como também evidenciado por Vitorello e
Haug (1997) e Arriola et al. (2020). Além disso, o Al pdde ser encontrado ligado as
ultraestruturas da célula como o nucleo, as paredes celulares de tecidos de preenchimento e
vascular. Neste trabalho, assim como foi possivel detectar a presenca do Al em todo o corpo
das plantas de Micro-Tom tratadas com este metal, através das analises quimicas, pode-se
observar também através da utilizagdo da solugdo de Morim, o transporte de Al via xilema e a

presenca desse metal nas sementes.
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Muitos trabalhos mencionam a presenca do Al ligados a estruturas e tecidos celulares da
regido radicular, por ser o alvo primario da ligacdo do Al aos componentes carregados
negativamente na parede celular. De acordo com Hartwig et al. (2007), as altas concentracdes
de Al em solucdo podem causar severas alteracdes citoldgicas, impedindo assim o
crescimento do sistema radicular e reduzindo de forma drastica a produtividade do vegetal.
Bhalerao e Prabhu (2013) ressaltam que o Al no apoplasto tem muita afinidade pelos grupos
carboxilicos das pectinas das paredes celulares. E esta ligacdo pode afetar a funcdo das
paredes e reduzir assim a extensibilidade das células da raiz e o elongamento desse 6rgao.
Além disso, o Al pode se ligar a estrutura da membrana plasmatica alterando a absorc¢éo de
ions como o Ca, Mg e K, entre outros. Como reportado por Panda e Matsumoto (2007), o Al
ja dentro da célula pode associar-se, por exemplo, a microtabulos de actina do citoesqueleto
alterando assim sua conformacdo, e contribuindo para inibicdo dos processos de divisao
celular, diferenciacdo e biossintese de parede celular, culminando assim na inibicdo do
crescimento radicular. Adicionalmente, o Al pode acumular em organelas como plastideos,
mitocondrias, vacuolos, complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico alterando sua forma e a
funcdo, e ainda provocar o surgimento da calose nos plasmodesmos interrompendo a
comunicacdo intercelular. Segundo Gupta et al. (2013), o Al pode interagir com o nucleo
celular, alterando a composicdo do DNA e a estrutura da cromatina.

Os resultados apresentados aqui, contribuem para caracterizar o modelo genético do
Micro-Tom quanto aos estudos de toxicidade de Al, em relacdo a investigacdo dos aspectos
fisiolégicos e anatdmicos, visando maior entendimento dos efeitos do Al em 6rgéos, tecidos e
estruturas celulares. Este tipo de investigagdo poderd auxiliar nas pesquisas basicas e
contribuir na elucidacdo dos mecanismos de tolerancia e de sensibilidade ao Al, de outras

plantas, inclusive de interesse econdmico. E podera indicar estratégias de melhoramento
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genético, com a identificacdo de genes para a maior tolerancia ao Al, contribuindo para o

aumento da producdo em solos acidos, assim como ja descrito por Ryan et al. (2011).

Concluséao

Os resultados aqui apresentados demonstraram que o Al alterou o balango nutricional
afetando a absorcdo e acimulo de nutrientes, foi translocado e encontrado por toda a planta,
inclusive nos frutos e sementes. Todos os parametros fisiolégicos e morfologicos avaliados
evidenciaram reducdo da performance de crescimento e produtividade, principalmente quando
as plantas de Micro-Tom foram submetidas as concentracfes de 200 e 300 uM de Al
Portanto, é possivel afirmar que as plantas de Micro-Tom podem ser identificadas como um
modelo de planta promissor para os estudos relacionados a toxicidade do Al, e a partir destes
resultados é possivel sugerir que outras investigacGes possam ser continuamente produzidas
para auxiliar na compreensdo de outros mecanismos envolvidos na regulacdo do

desenvolvimento das plantas quando em contato com o Al.
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Figura 2: Exemplares de Plantas de de Solanum lycopersicum L. cv. Micro-Tom submetidas as
concentragdes de Al (uM): Controle O (A), 100 (B), 200(C), e 300 (D), apdés 100 dias de
germinacdo, Retorcimento e Enrugamento das Folhas (REF), Clorose Foliar (CL), Escurecimento

das Raizes (ES). Barras representam a escala correspondente a 5,0cm.
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Figura 6. Conteldo Relativo de Agua (CRA) em folhas de Solanum Lycopersicum L. cv. Micro-Tom
submetidas as concentragdes de 0 (Controle), 100, 200, e 300 uM Al. As letras minusculas

representam o resultado do teste de média entre os tratamentos de Al considerando P<0,05.
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Figura 9: Numero total de frutos (A) frequéncia (%) de frutos verdes (B), frequéncia (%) de frutos
maduros (C), diametro de frutos (D), massa fresca dos frutos (E), % Solidos Soluveis (°Brix) em frutos
verdes (F) e % Sdlidos soluveis (°Brix) em frutos maduros (G) de Plantas de Solanum lycopersicum L.
cv Micro-Tom submetidas as concentragGes de 0 (Controle), 100, 200, e 300 uM Al. As letras
minusculas representam o resultado do teste de média entre os tratamentos de Al pela analise do

programa R considerando P<0,05.
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Figura 10: Analises anatdmicas e histoquimicas evidenciando a presenca de aluminio em frutos e
sementes de Solanum lycopersicum L. (Solanaceae) cv. Micro-Tom cultivados em diferentes
concentracdes de aluminio. (A) Corte longitudinal do pedunculo (Pe) do fruto, evidenciando a regido do
xilema (Xy) do parénquima da columela (Cm). (B) Deteccdo de Al nas células do xilema na regido Pe e
nos nacleos (Nu) das células parenquimaticas adjacentes. (C) Epicarpo (Ex + Me) coberto por uma
cuticula espessa (Cu), e as camadas de células do mesocarpo (Me). (D) Autofluorescéncia da cuticula e
reacdao levemente positiva para Al nas paredes das células Ex e Me. (E) Al reacdo positiva nas paredes
celulares das células Me. (F) Feixes vasculares (VB) imersos no Me evidenciando a presenca do Al nas
paredes do Xy. (G) Marcacao intensa de Al em Xy e Nu de células do parénquima na regido da placenta
(P). (H) Reacéo positiva para Al no xilema e Nu das células do parénquima da placenta (Pl) conectado
com a semente (S). (1) Esquema da organizacdo anatdmica das sementes, com testa (Te), endosperma (En)
e embrido (Em). (J) Fraca detecgédo de Al no Te e En a 0 uM. (K) Detecgdo levemente moderada de Al na
Te e En a 100 puM. (L) Forte deteccéo de Al na Te, En e Em a 200 pM. Abreviaturas: Ex (exocarpo), Em

(embrido) EmlI (I6culo embrionério); L (I6culo da semente).
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Capitulo 2: Efeito fisiologico da toxicidade do aluminio em linhagem selvagem e

mutantes desensibilidade para auxina e etileno em Solanum lycopersicum, cv Micro-Tom

Resumo: O Al em solos acidos promove alteracGes de crescimento, desenvolvimento e a
produtividade das culturas. Verificou-se a possibilidade de plantas mutantes hormonais na
presenca do Al demostrar alteracdes fisioldgicas de crescimento, desenvolvimento e
produtividade, sob acBes hormonais da auxina (AIA) e etileno (ETo). Investigou-se
parametros de biomassa, quantificacdo de nutrientes e de Al, analise do teor de pigmentos e
fluorescéncia da clorofila a, produtividade e qualidade dos frutos, em trés linhagens de
Solanum lycopersicum, cv MicroTom, selvagem (WT) e mutantes hormonais com baixa
sensibilidade para AlIA (dgt) e para ETo (Nr), em hidroponia, contendo 0 e 300uM Al. Em
dgt na presenca do Al houve maior reducdo de biomassa e da concentragdo de nutrientes na
raiz, menor acumulo de Al nas raizes e nos frutos comparados a WT, reducdo nos teores de
pigmentos cloroplastidicos e nas taxas de assimilagdo de carbono e transpiracdo, presenca de
mais frutos verdes que maduros, maior teor de sélidos sollveis na fase intermediaria de
desenvolvimento, e textura mais rigida. Em Nr houve reducgdo da concentracdo de nutrientes
na raiz e elevacdo de Mg nos frutos, porém ndo houve aumento significativo na concentracdo
de Al como ocorrido para WT e dgt nos frutos. Houve reducdo do crescimento radicular,
elevagédo do teor de clorofila b, menor taxa para eficiéncia da fluorescéncia da clorofila a, a
mesma propor¢do de frutos verdes e maduros, maior teor de sdlidos solveis nos frutos, e
textura dos frutos menos rigida como encontrado em WT. Os resultados evidenciaram que 0s
horménios auxina e etileno, sinergicamente, contribuem para o crescimento adequado das
raizes e da parte aérea das plantas. O Al afetou mais o crescimento e a produtividade de
plantas com comprometimento da percepcao de AIA do que aquelas para percepcao do ETo.

Palavras-chaves: Al, Micro-Tom, diageotropica e Never ripe, auxina e etileno
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Physiological effect of aluminum toxicity on wild line and auxin and ethylene sensitivity
mutants in Solanum lycopersicum, cv MicroTom

Abstract: Al in acid soils promotes changes in growth, development and crop productivity. It
was verified the possibility of hormonal mutant plants in the presence of Al to demonstrate
physiological changes in growth, development and productivity, under hormonal actions of
auxin (AlA) and ethylene (ETo). Biomass parameters, nutrient and Al quantification, analysis
of pigment content and chlorophyll a fluorescence, productivity and fruit quality were
investigated in three strains of Solanum lycopersicum, cv MicroTom, wild (WT) and
hormonal mutants with low sensitivity for AIA (dgt) and for ETo (Nr), in hydroponics,
containing 0 and 300uM Al. In dgt, in the presence of Al, there was a greater reduction in
biomass and nutrient concentration in the root, less accumulation of Al in roots and fruits
compared to WT, reduction in chloroplast pigment contents and in rates of carbon
assimilation and transpiration, presence of more green than ripe fruits, higher content of
soluble solids in the intermediate phase of development, and more rigid texture. In Nr there
was a reduction in the concentration of nutrients in the root and an increase in Mg in the
fruits, but there was no significant increase in the concentration of Al as occurred for WT and
dgt in the fruits. There was a reduction in root growth, an increase in chlorophyll b content, a
lower rate for chlorophyll a fluorescence efficiency, the same proportion of green and ripe
fruits, higher soluble solids content in the fruits, and less rigid fruit texture as found in WT.
The results showed that the hormones auxin and ethylene, synergistically, contribute to the
proper growth of roots and shoots of plants. Al affected the growth and productivity of plants
with impaired AlA perception more than those with ETo perception.

Keywords: Al, Micro-Tom, diageotropica and Never ripe, auxin and ethylene
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Introducéo

O Aluminio (Al) é um elemento quimico considerado como um fator desencadeador de
estresse para muitas espécies vegetais. A toxicidade a este metal ird depender do pH do solo,
das espeécies ionicas do Al, genoétipo e condicdo de crescimento da planta. Em solos com
valores de pH menores que 5,5, as formas idnicas do Al mais toxicas sdo Al** e AI**. Essas
formas quimicas do Al, principalmente o AI**, induzem sintomas de toxicidade no apice das
raizes, parede celular, membrana plasmatica, citoesqueleto e ndcleo, além de reduzir o
crescimento, desenvolvimento e a produtividade vegetal (Bhalerao e Prabhu, 2013; Rahman e
Upadhyaya, 2020). As plantas cultivadas com Al apresentam frequentemente sintomas de
deficiéncia mineral associada com fosforo, potassio, calcio, magnésio e molibdénio,
provocando desbalango nutricional e metabdlico (Sivaguru e Horst, 1998; Gupta et al., 2013).

O processo de toxicidade do Al em plantas, assim como a identificacdo de fatores que
podem estar associados a tolerancia ao metal, vem ganhando novas abordagens cientificas.
Nesta perspectiva tém surgido varios estudos que apontam a influéncia dos hormdnios
vegetais na determinacdo de sintomas desencadeados nas plantas em contato com o Al. De
acordo com Rajan et al., (2021) os fitohormdnios, sdo considerados a chave para o
crescimento e desenvolvimento normal das plantas, bem como sob vérias condi¢Bes de
estresses ambientais, incluindo a toxicidade pelo Al. Kopittke (2016) em sua revisdo acerca
da relacdo dos horménios vegetais e a toxicidade de Al relata evidéncias de varias pesquisas
associadas com as alteracbes na expressdo dos hormonios, principalmente relacionadas a
auxina (AlA) e etileno (Eto). O autor ainda relata que a area de investigacdo entre toxicidade
do Al e alteragdes hormonais é muito pouco explorada.

E do conhecimento comum que o crescimento e o desenvolvimento das raizes estio

ligados essencialmente a biossintese, ao transporte e a distribuicdo de AIA (Blilou et al.,
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2005). O AIA é um hormonio sintetizado a partir da rota metabdlica do chiquimato e do
triptofano (Husen, 2021) e atua na dominancia apical e no alongamento caulinar. O
desenvolvimento da planta ¢ dependente da dindmica de modulacdo das vias de sintese,
transporte, conjugacdo e degradacdo da auxina. Apos sintetizada, AIA € transportado em
sentido basipeto preferencialmente por transporte polar, lento e ativo gasto de energia e
também via plasmodesmos de célula a célula (Cassel et al., 2021). O transporte polar ocorre
via sistema de proteinas carreadoras de efluxo (saida) e influxo (entrada) das células, até
chegar as raizes modulando o metabolismo e o crescimento. As proteinas carreadoras de
influxo no sentido polar sdo chamadas de PIN (PIN-FORMED) (Blilou et al., 2005) e as
proteinas de influxo sdo conhecidas como AUX (AUXIN RESISTENT) (Bennet et al., 1996).
Segundo Cassel et al.,, (2021), descobertas recentes sugerem que AIA se concentra
principalmente nas zonas de alongamento e maturacdo do caule determinando o alongamento
celular e atuando na promocao do crescimento em busca de luz. Além disso, AIA tem papel
importante na dominancia apical, inibindo o desenvolvimento de gemas axilares e
influenciando na arquitetura da planta. Wang et al., (2016), investigando a toxidez de Al no
crescimento de alfafa, concluiram que, o AI** pode interagir com as vias de sinalizacéo de
AlA afetando o transporte polar, o acimulo e a distribuicdo nas raizes desse hormonio. Shen
et al., (2008) relatam que, em raizes de Arabidopsis thaliana, o Al blogueia um carreador de
efluxo de AIA, conhecido como PIN2, levando ao bloqueio do seu transporte e
consequentemente inibicdo do crescimento das raizes.

Outro horménio importante associado com o crescimento das raizes é o Eto, horménio
gasoso associado a regulacdo do desenvolvimento da planta, desde a germinacdo (Wilson et
al., 2014) até a senescéncia de folhas e flores (Tsuchisaka e Theologis, 2004). Etileno é

produzido em todas as partes das plantas, incluindo folhas, caules, raizes, flores, frutos e
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tubérculos de plantas jovens ou adultas. Varios fatores externos em resposta a estresses
ambientais podem estimular a producéo de etileno (Steffens, 2014). Em vegetais superiores a
biossintese do Eto ocorre a partir da metionina e o cobre (Cu*) é um importante cofator que
participa das reacdes metabolicas para a sintese desse horménio (Yang e Hoffman,1984).
Como o Eto é gasoso, a difusdo ocorre atraves dos espacos intercelulares e desta forma ele é
transportado por toda a planta até o exterior dos tecidos, possibilitando o controle de sua
concentracdo nos diferentes tecidos e 6rgaos (Gomes, 2011).

Sun et al., (2007), em seu estudo com Lotus japonicus verificaram que a inibicdo da
plantas foram expostas ao AI** e indicaram que a expressdo de um conjunto de genes
envolvidos na biossintese do Eto, conhecidos como ACSs e ACOs sdo intensificadas pela
presenca do Al, indicando que estes genes tem um papel importante na inibicdo do
crescimento radicular na presenca do metal.

Vérios estudos com Arabidopsis thaliana ja foram realizados investigando o efeito
sinérgico entre AIA e Eto para a promogéo do crescimento radicular, como o de Stepanova et
al., (2007), que sugerem a existéncia de um modelo de interacdo entre esses dois horménios
nas raizes de Arabidopsis, em que o Eto e a AIA podem regular reciprocamente as
biossinteses um do outro, influenciando nas vias de resposta um do outro e/ou agindo
independentemente nos mesmos genes-alvo. Sun et al. (2010) investigaram duas plantas
mutantes insensiveis ao etileno (etrl-3 e ein2-1) e dois mutantes para transportadores polares
de auxina (aux1-7 e pin2) de Arabidopsis thaliana, e concluiram que o Eto induzido por AI**
pode atuar como um fator que dispara a inibicdo do alongamento radicular, interrompendo a
distribuicéo e transporte de AIA em raizes. Yang et al. (2017) demostraram que a inibi¢do do

crescimento radicular em plantas de Arabidopsis thaliana na presenca de Al, est4 associada
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com a modulacéo sinérgica de AIA e citocininas no meristema da parte aérea, e com efeitos
antagbnicos desses hormoénios no meristema radicular. Além disso, o etileno afeta o transporte
e a distribuicdo de AIA nos apices das raizes. Varios trabalhos mostram que em condicéo de
estresse por Al ocorre 0 aumento rapido de Eto e de AIA nos apices das raizes, levando a
alteracdo da extensdo da parede celular, a diminuicdo do transporte de AlIA entre a zona de
transicdo e de alongamento, a inibicdo do afrouxamento das paredes celulares, culminado na
inibicdo do alongamento da raiz (Kopittke, 2016).

Apesar dos avancos na area de genética e biologia molecular, ha poucos trabalhos que
demonstram a relacdo entre as consequéncias da toxidez de Al e a acdo dos horménios
vegetais, AIA e ETo, associados com diferentes parametros fisiologicos e de produtividade
das plantas. Segundo Magalhdes et al. (2016) os programas de melhoramento genético
vegetal, vem sendo bem-sucedidos na identificacdo de fontes de tolerancia ao Al em plantas.
Porém, ainda ha necessidade de se investir esforcos na investigacdo genética, fisioldgica e
molecular da tolerancia ao Al.

Diante desses aspectos, neste trabalho foi testada a hipotese de que plantas mutantes
hormonais cultivados na presenca do Al podem demostrar alteracdes fisiologicas que revelem
as consequéncias da toxicidade do metal sob as acdes da AIA e do Eto. E para testar essa
hiptese foi escolhido o microtomateiro, Solanum lycopersicum L. Syn Lycopersicon
esculentum Mill, cultivar Micro-Tom, uma planta modelo, mutante e muito utilizada para
estudos genéticos e de fisiologia, por inclusive ja ter sido desenvolvido varios mutantes que
apresentam alteracdes no metabolismo e/ou sensibilidade a varios hormoénios (Emmanuel e
Levy, 2002).

O objetivo deste trabalho foi entdo avaliar a acdo dos horménios auxina e etileno, na

promocdo do crescimento, do desenvolvimento e da produtividade de duas linhagens de
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plantas mutantes de Solanum lycopersicum, cv MicroTom, com baixa sensibilidade para estes

horménios cultivadas em hidroponia na presenca e na auséncia de aluminio.

Materiais e métodos

Cultivo das plantas

O cultivo das plantas foi em sala de crescimento no Departamento de Boténica
(ICB/UFMG) em Belo Horizonte/MG com duas linhagens de mutantes hormonais (Tabela 1)
e a linhagem selvagem do cv Micro-Tom (Solanum lycopersicum L.) para cultivo em
hidroponia.

Tabela 1: Caracterizacdo das linhagens de mutantes de MicroTom utilizadas.

Linhagem Classe Efeito e funcdo " A
s Fendtipo Referéncia
mutante hormonal génica
Baixa sensibilidade
MT- dgt _ para auxina; Plant_a _ana;~R§|zes Sem 5y et al.
. . Auxina defectivo para a ramificagdes; Folhas
diageotropica L AR (2006)
biossintese de hiponasticas

proteina ciclofilina.

Baixa sensibilidade .
Frutos ndo amadurecem

MT- Nr i r;:ara_etlleno; totalmente; Retencdo de W|Ik|rI150n
Never ripe Etileno defectivo para 0 pétalas e anteras ndo etal,
receptor de etileno (1995)

LeETR3. senescentes;

As sementes das trés linhagens do cv. Micro-Tom, selvagem MT-WT (Wild Type), MT-dgt
e MT-Nr foram colocadas para germinar em potes plasticos descontaminados, contendo a
mistura de substrato comercial Bioplant e vermiculita média na proporcéo de 1:1 (V/V) e a

germinacdo das sementes ocorreu em sala de crescimento, sob condi¢gdes de bancada com
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estrutura de luz artificial, de condic&o de luminosidade de aproximadamente 100 pmol m? s,
fotoperiodo de 12 h e 90% de umidade.

Apbs 7 dias da germinacdo, as plantulas com 2 pares de folhas verdadeiras foram
individualizadas e transferidas para caixas de acrilico pretas de tamanho de 42,5 cm de
comprimento x 10,5 cm de altura x 12,0 cm de largura, e com capacidade para 5 L. As caixas
foram preenchidas com solucdo nutritiva de Watanabe e Osaki (2001) para o cultivo
hidropdnico, e as plantas permaneceram suspensas em suporte de borracha EVA (Etil Vinil
Acetato). Inicialmente as plantas permaneceram por sete dias, com a metade da forca ibnica
desta solucdo nutritiva, para aclimatacdo. Todo o cultivo hidrop6nico foi conduzido em sala
de crescimento, nas mesmas condi¢fes de luminosidade, fotoperiodo e umidade que foram
germinadas.

Apbs a aclimatacdo, a solucao hidropénica inicial foi substituida por solucdo nutritiva com
100% de forca idnica, e mesma componsicao quimica inicial exceto pela inclusdo do cloreto
de aluminio (AICI3). Estabeleceu-se entdo dois tratamentos, um com O uM Al (controle) e
outro com 300 uM Al e 8 plantas para cada tratamento. As solugdes nutritivas com e sem Al
foram trocadas uma vez por semana e o pH corrigido para 4,3. Este procedimento se repetiu

até o encerramento do periodo de crescimento aos 110 dias apds a germinacéo (d.a.g).

Avaliagdo dos elementos quimicos minerais

Para a comparacgéo das plantas entre tratamentos de Al foram priorizadas as quantificagdes
dos elementos quimicos nas raizes e nos frutos com sementes. Ao final do periodo de
crescimento, amostras de raizes e frutos com sementes, foram secas em estufa a 70°C durante
48h e trituradas em moinho Willey (TE-648, Tecnal) e acondicionadas em recipientes

herméticos para posterior analise elementar no Departamento de Quimica da UFMG.
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Para analise dos elementos quimicos as amostras foram submetidas a digestdo acida como
descrito por Masson et al., (2010), com modificacfes. Foram obtidas com auxilio de balanca
analitica, aproximadamente 0,1g de massa seca, de raiz e do fruto com sementes, de 5 plantas
de cada tratamento, escolhidas aleatoriamente, para digestdo com acido nitrico (HNO3) por
12h. Em seguida as amostras foram diluidas em agua MiliQ e perdxido de hidrogénio (H,0,)
e levadas para completa digestdo em Microondas (Ethosl) por 1:15h. Apoés resfriamento, as
amostras foram transferidas para tubos falcon de 15 mL e o volume ajustado para 12 mL com
agua MiliQ. As amostras foram submetidas a espectrometria de massa por plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS model ASX 500) para avaliacdo dos nutrientes, Al, zinco (Zn),
manganés (Mn), boro (Bo), molibdénio (Mo), cobre (Cu), ferro (Fe), sédio (Na), magnésio

(Mg), célcio (Ca) e potassio (K).

Avaliacao da fluorescéncia da clorofila a

As determinagdes relativas & emissdo de fluorescéncia da clorofila a foram efetuadas a
temperatura ambiente, utilizando medidor de fluorescéncia modulada (MINI — PAM, WALZ).
Os valores para o rendimento quantico potencial do fotossistema Il (Fy /Fy), em fases de
antese e frutos maduros, foram determinados em folhas intactas e expandidas, na altura do 5°
entrend, a partir do apice, para cada uma das 8 plantas por tratamento e apds adaptacdo ao
escuro por 1h (Lemos Filho, 2000). A performance fotossintética foi determinada
empregando niveis crescentes de luz durante cerca de 4 min, em oito estadios de 30s cada. Ao
final de cada nivel de luz foi aplicado um pulso saturante para determinar os valores de

Fv /Fwm.
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Avaliacao das trocas gasosas foliares

As medidas de condutancia estomatica (gs), da transpiracéo (E) e da taxa de assimilacdo de
CO; (A) foram realizadas em folhas das plantas em fases de antese e frutos maduros, com o
auxilio do medidor de gases por infravermelho (IRGA) Licor (LI 6400XT) na altura do 5°
entrend, a partir do &pice, de cada uma das 8 plantas por tratamento, sob radiagéo
fotossinteticamente ativa (RFA) de 1000 mmol fétons m™ s fornecida por uma lampada led

acoplada.

Parametros de crescimento e acimulo de biomassa

Foram realizadas observagGes macroscopicas do aspecto geral das plantas no inicio do
desenvolvimento com 38 d.a.g. e no final com110 d.a.g. As medidas para avaliagdo do
crescimento e acimulo de biomassa foram realizadas com 110 d.a.g. O didmetro do caule na
altura do 6° entrend, o comprimento total da planta, a altura do 3°, 4° e 5° entrenos, de cada
uma das 8 plantas por tratamento, foram avaliados com o auxilio de um paquimetro digital de
0,150 mm (modelo Eda 7 VS 6”). Foram também avaliados o numero de folhas das plantas
até a 1° inflorescéncia no caule principal.

O material vegetal foi separado em parte aérea e radicular para obtencdo da massa fresca e
seca empregando a balanca analitica. A soma da massa fresca e seca das partes configurou a
massa fresca e seca total de cada plantula, respectivamente. A massa seca foi avaliada ap6s
70°C de manutencdo do material vegetal em estufa de secagem a 48h.

A érea foliar especifica foi medida considerando a 5° e 6° folhas de 8 plantas por
tratamento. Utilizou-se o Scanner HP Scanjet G4050 para obtencdo das imagens e o programa

Image J para o célculo da &rea foliar. O valor resultante foi levado em consideragdo para
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obtencdo da érea foliar especifica, segundo a férmula AFE= AF (érea foliar) (cm?) / MS

(massa seca) (Q).

Teor de pigmentos cloroplastidicos

A anédlise dos teores de pigmentos cloroplastidicos foi realizada ao encerramento do
experimento. Trés secgdes de aproximadamente 1,0 cm da parte mediana da 7° folha de cada
uma das 8 plantas por tratamento foram cortadas e imediatamente pesadas em balanga
analitica de precisdo. Cada amostra foi colocada em tubos Eppendorf com 500 upL de
dimetilsulfoxido (DMSO - NEON, Sdo Paulo) e deixada em local escuro a temperatura
ambiente por 72h. O sobrenadante formado foi retirado e submetido & andlise em
espectrofotometro leitor de microplacas (ELISA, Thermo Scientific Multiskan FC), nos
comprimentos de onda de 480, 649 e 665 nm. Foram adicionados 250 pL de sobrenadante em
cada local da placa de ELISA. O teor de clorofila a, b, e carotenéides foi calculado de acordo

com as equacdes propostas por Wellburn (1994).

Analise da produtividade

Todas as coletas para os dados de produtividade ocorreram ao longo de 4 dias ao final do
periodo de crescimento das plantas em intervalo de dois dias, para que fossem coletados
frutos no mesmo estagio de maturacao. Para definicdo da maturacdo dos frutos, foi utilizado o
método de coloracdo, segundo a classificacdo para o tomateiro (Rodrigues et al., 2007) com
modificacOes, adotando os critérios de estddio verde contendo frutos totalmente verdes e
estadio maduro contendo frutos coloridos ou totalmente vermelhos.

Para analise da produtividade as caracteristicas avaliadas foram: numero total de frutos

verdes e maduros por planta; massa fresca dos frutos (g); diametro de frutos (mm); teor de
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solidos soliveis (% °Brix) e textura dos frutos. O diametro dos frutos foi medido com
paquimetro digital de 0,150 mm (Eda 7 VS 6) considerando o sentido horizontal de cada
fruto, posicionando a insercdo do peciolo voltado para cima.

Para a avaliacdo do teor de solidos soltveis foi utilizado o refratbmetro digital (HANNA
H196801) com leituras de 0 a 85% de °Brix. As amostras de frutos com sementes, foram
maceradas em almofariz com auxilio de um pistilo. O liquido gerado de cada maceracéo foi
coletado por pipeta de Pasteur, e levado para leitura no refratdbmetro a 25°C + 1 °C. Foram
analisados 1 fruto de cada planta por dia de coleta considerando os tratamentos com Al, e
realizadas 3 leituras em cada um dos frutos.

A textura dos frutos foi avaliada considerando a determinacédo das propriedades mecéanicas,
através da ruptura do epicarpo, segundo o método descrito por Arquelau et al., (2019), usando
um texturémetro (Stable Micro Systems, TA.XT2i, Inglaterra), com uma célula de carga de 5
kg, sonda SMS p/2N, distancia de 50 mm e velocidade de teste de 1 mm s™. Foram analisados
3 frutos de cada planta (8 plantas/tratamento). Os tomates foram incialmente seccionados pela
metade, no sentido longitudinal de crescimento, para melhor apoio na mesa de medida do
aparelho. E as medidas com a sonda do texturébmetro ocorreram no sentido transversal do

fruto e os resultados obtidos a partir da curva forga (N) versus distancia (mm).

Andlise estatistica

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado. Os resultados foram
analisados e as figuras foram construidas com o programa GraphPad Prism 8.01. A andlise de
variancia utilizada foi two-way ANOVA, no arranjo fatorial de 2 concentra¢es de aluminio x
3 linhagens e para as andlises de solidos solUveis e textura foram considerados o arranjo

factorial de 2 (concentragdes de aluminio) x 3 (linhagens) x 4 (tempos de desenvolvimento
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das plantas — d.a.g), seguido por multiplas comparagdes. Considerou-se para todas as analises
0 teste de Tukey para a avaliacdo das interacGes entre as concentracdes de aluminio e as

linhagens e diferencas significativas a P < 0,05.

Resultados

Anélise dos elementos quimicos em raizes e frutos com semente

As concentracfes de quase todos os elementos quimicos avaliados variaram em razdo da
interacdo entre as linhagens e as concentracdes de Al em solucdo nutritiva. Nas raizes ndo
houve variacdo das concentracdes de Cu e Ca em funcdo da interacdo. Nos frutos nao foram
encontradas varia¢fes de concentracdes dos elementos Mn, Bo, Na, Ca e K, considerando a
interacdo linhagem e concentracdo de Al (Tabela 2).

A concentracdo de Al nas linhagens de WT, dgt e Nr no tratamento com Al foi mais
elevada nas raizes do que nos frutos (Figuras 1A e B).

A andlise quimica das raizes das linhagens dgt e Nr revelou aumento da concentracéo de
Al, assim como também ocorreu com a linhagem WT. Esse aumento foi mais expressivo para
as linhagens WT e Nr (Figura 1A). Na analise dos frutos (Figura 1B) observou-se aumento da
concentragdo de Al na linhagem WT e Nr. Esse aumento foi menos expressivo na linhagem Nr
quando submetido a 300 uM Al. Essa variacdo na concentracdo de Al nas raizes e frutos das
linhagens WT, dgt e Nr, também foi acompanhada pela variacdo dos outros elementos
quimicos analisados nestes 6rgaos.

Nas raizes das linhagens WT, dgt e Nr, quando submetidas a 300uM Al, foi encontrada
maiores reducdes nas concentracfes dos elementos Zn, Mn, Bo, Fe e K (Figuras 1C, E e G,
2E e 3E, respectivamente). Dentre esses valores, as redugdes mais expressivas nas

concentracdes desses elementos para todas as linhagens estudadas, foram as representadas
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para WT e Nr (Zn, Mn, Bo, Fe e K) e para dgt (Zn, Mn, Fe e K). Destacou-se ainda a reducéo
na concentracao de Mo para a linhagem Nr na mesma concentracdo de Al.

Nos frutos das linhagens WT, dgt e Nr, as maiores reducdes nas concentracdes dos
elementos ocorreram em relacdo ao Bo, Mo, Cu, Fe e K (Figuras 1H, 2B, D, F e 3F,
respectivamente) quando as plantas foram submetidas a 300uM Al. Nessa mesma
concentracdo de Al a linhagem WT apresentou também maior reducdo na concentragdo de Zn
(Figura 1D).

Na linhagem dgt foram encontrados maiores valores para as concentra¢fes de Mn (Figura
1E) e Fe (Figura 2E) nas raizes de plantas ndo submetidas ao Al, em comparagdo as outras
linhagens. E quando as plantas dgt foram submetidas a 300uM Al houve expressiva reducdo
nos valores de concentracdo destes elementos quimicos nas raizes.

Na presenca de 300uM Al quando comparados a linhagem selvagem (WT), ocorreram
redugdes nas concentragdes de Mo nos frutos nas plantas das linhagens dgt e Nr (Figura 2B),
nas raizes redugdes na concentracdo de Cu em dgt e Nr (Figura 2C) e de Mg em dgt (Figura
3A). Nos frutos foram encontrados também concentragdes mais elevadas de Mg na linhagem

Nr submetidos & 300uM Al, em relacéo as linhagens WT e dgt (Figura 3B).

Teor de pigmentos cloroplastidicos

A andlise dos pigmentos cloroplastidicos mostrou que houve variacdo nos teores de
clorofila b e carotenoides, em funcéo das linhagens e das concentracfes de Al (Tabela 3). Para
os teores de clorofila a ndo houve variacdo em fungéo dessa interagéo.

As plantas das linhagens dgt e Nr apresentaram maiores teores de clorofila a em relagéo a

linhagem WT (Figuras 4A e B) quando cultivadas sem Al. Na presenca do Al o teor de
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clorofila a diminui para as plantas das trés linhagens, porém tanto para dgt quanto para Nr os
resultados ainda permaneceram mais elevados que as plantas da linhagem WT. O teor de
clorofila b (Figura 4B) diminuiu para as plantas dos linhagens dgt quando estas foram
expostas a 300uM Al. Enguanto que as plantas da linhagem Nr apresentaram 0s maiores
teores quando comparados as plantas dgt e WT para a mesma concentragdo de Al.

Os teores de carotentides também foram mais elevados para as plantas das linhagens dgt e
Nr quando as plantas foram cultivadas sem Al em comparagdo as plantas WT na mesma
condigdo (Figura 4C). O cultivo em 300uM Al determinou a reducédo do teor de carotenoides
apenas nas plantas de dgt enquanto nas plantas de Nr e WT nédo houve alteracdo nesses valores

em relacdo as plantas das mesmas linhagens cultivadas sem o Al.

Avaliacao da fluorescéncia da clorofila a

A concentracdo de Al juntamente com as linhagens foram fatores que influenciaram nos
valores para o rendimento quantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fy) (Figuras 4D e E e
Tabela 4) para a fase de antese, onde apenas as plantas da linhagem Nr submetidas ao Al
apresentaram o menor valor para Fv/Fm.

Na fase de frutos maduros as plantas da linhagem Nr também cultivadas na presenca de Al
apresentaram maior reducdo nos valores do F./Fy quando comparadas aos demais

tratamentos.

Avaliacéo das trocas gasosas foliares

A andlise das trocas gasosas em fase de antese e de frutos maduros variaram em funcgéo das

linhagens juntamente com os tratamentos sem e com Al (Tabela 4). Na fase da antese as



74

plantas da linhagem Nr e cultivadas com Al apresentaram reducdo na condutancia estomatica
(gs) em comparacao com as plantas cultivadas sem o Al (Figura 4A). Além disso, as plantas
dessa linhagem apresentaram menor valor da gs quando comparado aos valores encontrados
para as plantas das linhagens WT e dgt submetidas ao Al.

Em relacdo a assimilacdo de CO, (A) quando as linhagens dgt e Nr foram cultivadas com
Al, os valores encontrados foram menores na fase da antese (Figura 4B) em relacéo as plantas
WT. Além disso, os valores da ACO, para as plantas Nr cultivadas com Al, foram também
menores que os valores encontrados para as plantas da mesma linhagem cultivadas sem o Al.

Para as plantas da linhagem dgt cultivadas com Al, foi encontrado elevacdo na taxa de
transpiracdo na fase da antese em relagdo a mesma linhagem cultivadas sem Al (Figura 4C).
Apesar disso, a taxa de transpiracdo encontrada para dgt foi semelhante as encontradas para
WT e Nr na mesma condicdo de cultivo com Al. Entretanto, ndo houve variacdo entre os
valores da transpiracdo nas plantas WT e Nr, independente dos tratamentos com e sem All.

Na fase de frutos maduros foi encontrado reducdo na gs nas plantas da linhagem Nr
cultivadas com Al em relacdo as plantas da mesma linhagem cultivadas sem o Al (Figura 5D).
E os maiores valores de gs foram observados nas plantas WT, cultivadas com Al, em relacéo
as plantas de dgt e Nr também cultivadas com Al.

Para as linhagens dgt e Nr cultivadas com Al a ACO, na fase de frutos maduros foi
reduzida em relacdo a mesma linhagem cultivada sem Al (Figura 5E).

Os resultados encontrados para as taxas de E na fase de frutos maduros mostraram uma
tendéncia semelhante aos valores encontrados para gs e ACO, nesta fase. E a reducdo nos
valores de E também foi observado nas plantas das linhagens dgt e Nr quando cultivadas com

aluminio (Figura 5F).
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Parametros de crescimento e acimulo de biomassa

Na tabela 5 observa-se que os parametros de crescimento avaliados apresentaram variagéo
resultante da linhagem e da concentracdo de Al, exceto para os parametros comprimento total
da planta, diametro do caule na altura do 6° entrend, e do nimero de folhas até a 1°
inflorescéncia no caule principal.

A figura 6 apresenta o aspecto das plantas de todas as linhagens avaliadas com 38 d.a.g.
Nas plantas cultivadas sem Al as plantas das linhagens WT e Nr (Figuras 6A e C)
apresentaram maior volume de raizes secundérias em desenvolvimento na regido de
ramificacdo, em relagdo as plantas dgt (Figura 6E). Além disso, foi possivel verificar que o Al
induziu menor volume dessas raizes para as plantas de todas as linhagens (Figuras 6B, D e F).

O aspecto geral das plantas de todas as linhagens aos 110 d.a.g. pode ser observado na
Figura 7. Observou-se visualmente que as plantas cultivadas sem Al apresentavam regides de
ressecamento no limbo foliar indicando o inicio da senescéncia. Quando cultivadas em
solucdo com Al essas areas ainda foram observadas principalmente nas folhas de WT e Nr, e,
além disso, pontos de clorose também foram observados em todas as linhagens. As plantas da
linhagem Nr apresentavam pétalas persistentes ainda nesta fase do crescimento, o que
caracteriza uma condicéo natural, segundo a descricdo para a linhagem. Na linhagem dgt sob
cultivo com Al notou-se poucas folhas persistentes no caule.

Os maiores valores encontrados para o0 crescimento da parte aérea até a 1° inflorescéncia
no caule principal foi identificado para as plantas de todas as linhagens cultivadas sem Al.
Contudo, ndo houve reducdo neste parametro para as plantas de WT e Nr cultivadas com Al
sendo possivel observar apenas nas plantas dgt cultivadas com Al (Figura 8A).

A Figura 8B apresenta o crescimento da parte aérea considerando o caule secundario, entre

as plantas das linhagens WT, dgt e Nr cultivadas sem Al, e mostra que nao houve diferencas
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entre as linhagens. Entretanto, quando as plantas foram cultivadas com Al a maior reducéo
para esse parametro foi encontrado nas plantas dgt, indicando que o crescimento da parte
aerea foi menor considerando o caule secundario.

Quanto ao comprimento da raiz (Figura 8C) nao foram observadas alteracGes nas plantas
das linhagens WT e dgt cultivadas com o Al. Enguanto que, para as plantas da linhagem Nr
houve reducdo do crescimento radicular na presenca do Al. Além disso, no cultivo sem Al as
plantas dgt apresentaram o menor comprimento radicular que as plantas WT e Nr. E para
todas as linhagens cultivadas com Al houve reducdo no comprimento total. A maior reducéo
foi observada nas plantas de dgt (Figura 8D).

Em relacdo aos valores apresentados para o comprimento do 3°, 4° e 5° entren0 das plantas
das trés linhagens houve variagdo significativa em funcdo da interacdo linhagens e Al (Tabela
5). Nas plantas da linhagem dgt o Al induziu maior comprimento dos 3°, 4° e 5° entrends em
relacdo as plantas WT e Nr (Figuras 8E, F, G). Enquanto que em WT ocorreu a reducdo no
comprimento do 3° entreno na presenca do Al.

De acordo com o demonstrado na Figura 8H e na Tabela 5 o didmetro do caule na altura do
6° entrend ndo apresentou variacdo em relacdo a interacdo entre linhagens e Al, porém, foi
possivel observar nas plantas Nr maiores valores para este parametro quando cultivadas com
Al.

O numero de folhas até a primeira inflorescéncia no caule principal foi um parametro de
crescimento que os tratamentos com e sem Al ndo induziram variacao significativa entre as
linhagens WT, dgt e Nr (Figura 81 e Tabela 5).

Em relagdo a &rea foliar especifica os menores valores foram encontrados nas 5° e 6° folhas
das plantas da linhagem dgt cultivadas com Al (Figuras 9G e 9H), embora, tenha sido

encontrado também para as linhagens WT e Nr reducdo da &rea foliar das 5° e 6° folhas.
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O Al induziu variacGes em todos os parametros de biomassa avaliados o que pode ser
devido a interacdo entre linhagens e tratamentos com e sem Al (Tabela 6).

Os maiores valores para a massa fresca da raiz e da parte aérea (Figuras 9A e B) foram
encontrados para as linhagens WT e Nr cultivadas sem Al e também no tratamento com Al.
Entretanto, Al induziu em todas as linhagens reducdo nestes parametros, destacando-se a
maior reducdo na linhagem dgt.

De forma semelhante, a massa seca da raiz e da parte aérea (Figuras 9C e D) apresentaram
maiores valores para as linhagens WT e Nr cultivadas sem Al, e também quando as plantas
foram submetidas ao Al as plantas de todas as linhagens apresentaram reducédo nestes valores,
destacando-se as plantas dgt com a maior reducdo. Sendo assim, as plantas WT e Nr
apresentaram maior acimulo de biomassa na raiz e na parte aérea quando cultivadas com Al
em relacdo a linhagem dgt.

Houve reducdo na massa seca da 5° folha de todas as linhagens na presenca de Al,
enguanto que houve reducdo da massa seca das 6° folhas apenas para as plantas das linhagens

WT e dgt (Figuras 9E e F).

Anélise de produtividade

Foi observada variagdo nos parametros de produtividade em funcéo das interagcdes entre
linhagens e tratamentos com e sem Al, exceto para diametro e textura dos frutos (Tabelas 7 e
8).

Aos 110 d.a.g foi determinado o numero de frutos verdes e maduros existentes (Figuras
10A e B). Um maior nimero de frutos verdes foi encontrado nas linhagens dgt e Nr em
relacdo a linhagem WT, quando essas linhagens foram cultivadas sem Al. Por outro lado, Al

induziu maior producdo de frutos verdes em relacdo a frutos maduros na linhagem dgt, e em
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Nr foram encontradas proporcdes semelhantes de frutos verdes e maduros. Al também
induziu a producao de maior numero de frutos maduros do que verdes em WT.

Em relacdo a massa fresca dos frutos, foram encontrados maiores valores para plantas WT
e Nr cultivadas sem Al por outro lado, Al induziu reducdo na massa fresca dos frutos, mas
mesmo assim permaneceram mais altos quando comparados com as plantas dgt (Figura 10C).

Maiores valores para o diametro dos frutos (Figura 10D) foram observados nas plantas WT
e Nr quando o Al estava ausente. E quando as trés linhagens foram cultivadas com Al nédo
houve alteracdo no didametro dos frutos.

A analise do teor de sélidos soltveis nos frutos (Figura 10E) mostrou que o Al induziu nas
plantas WT aos 97 d.a.g e Nr aos 95 d.a.g um maior teor de sélidos sollveis e a mesma
resposta se repetiu ao longo de trés dias de coleta de frutos. Para as plantas dgt cultivadas com
Al foi observado maior teor de sélidos solUveis para os frutos coletados com 97 e 99 d.a.g.
Embora tenha ocorrido varia¢do no teor de sélidos sollveis entre tratamentos com e sem Al,
pode-se observar que ndo houve variacdo no sélidos sollveis quando se comparou as
linhagens dentro de cada tratamento.

A analise da textura dos frutos evidenciou que a variacdo dessa propriedade mecanica nao
ocorreu em funcdo da interacdo entre linhagens e Al (Tabela 8), e que apenas as linhagens
contribuiram como uma fonte de variacdo dos resultados. A avaliacdo da forca maxima para
ruptura do epicarpo nos frutos das plantas WT mostrou que ndo houve variagdo entre
tratamentos em nenhum dos momentos de coleta.

Para os frutos das plantas da linhagem dgt cultivadas com Al, em todos os momentos de
coleta, foi observado valor maior de forga méxima, para ruptura do epicarpo, quando
comparados aos frutos das plantas cultivadas sem o Al, que necessitaram de for¢a menor para

rompimento do epicarpo (Figura 10F). E em comparacdo com frutos de plantas das linhagens
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WT e Nr também cultivadas com Al, os frutos da linhagem dgt foram os que apresentaram
forca maior para a ruptura do epicarpo principalmente aos 97 d.a.g e 101 d.a.g.

E para os frutos das plantas da linhagem Nr cultivadas com Al, apenas com 97 d.a.g foi
observado valor de forca maxima maior para ruptura do epicarpo em relacdo aos frutos das
plantas semAl. Nos outros momentos de coleta os resultados para essa avaliacdo foram
semelhantes tanto para os frutos das plantas crescidas sem aluminio quanto para os frutos das

plantas submetidas ao Al (Figura 10F).

Discussao

A resposta da raiz acumular mais aluminio corrobora com os achados de diversas
pesquisas mostrando que este 6rgdo é o principal alvo da toxicidade do aluminio, como
relatado por Bhalerao e Prabhu (2013). Além disso, as plantas de dgt demostraram menor
acumulo de aluminio tanto nas raizes quanto nos frutos. Essa resposta pode estar associada as
caracteristicas das raizes que desenvolvem poucas ramificacbes por estarem menos
sensibilizadas a auxina, como descrito por Zobel (1974) e com isso elas absorveram e
concentraram menos aluminio em suas células.

O fato das plantas das linhagens WT e Nr, terem demostrado maior acimulo de
aluminio em comparacdo as plantas da linhagem dgt pode estar associado a disponibilidade de
auxina e a sensibilidade das linhagens WT e Nr a este horménio, contribuindo entdo para a
regulacdo da absorcdo do aluminio e distribuicdo nas células das raizes nestas linhagens,
corroborando com o pressuposto por Yang et al. (2014).

As reducdes nas concentracdes dos elementos quimicos encontrados para as raizes de
dgt e Nr, e de quase todos os elementos quimicos nos frutos de todas as linhagens, em cultivo

de 300 uM Al, também refletem os efeitos toxicos do aluminio quando em contato com as
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raizes dessas plantas, prejudicando a absorcdo e o transporte desses elementos. Segundo
Rahman et al. (2018) o aluminio esta associado com diversas mudancas no sistema radicular,
e acaba interferindo na absorcdo, transporte e utilizacdo de nutrientes minerais. E de acordo
com Miguel et al. (2010), a deficiéncia de nutrientes essenciais ou combinacgdes que afetem a
disponibilidade deles provocam disturbios no metabolismo, evidenciados no decréscimo do
teor de proteinas, clorose nas folhas além de outras anormalidades.

As respostas das linhagens dgt e Nr para a reducao de nutrientes minerais podem estar
associadas também a baixa sensibilidade aos horménios auxina e etileno, apresentada por
estas linhagens. E o aluminio pode atuar e contribuir para a diminuicdo da absorcdo dos
elementos quimicos essenciais, pois € capaz de interagir com a parede celular e com a
membrana plasmatica, alterando a permeabilidade da dgua e dos nutrientes. Essa interacdo do
Al com as paredes celulares podem modificar as propriedades da parede celular, reduzindo a
sua plasticidade e elasticidade, devido a modificacdo da acdo de enzimas importantes que
conferem essas funcbes a parede celular, como por exemplo, as extensinas, além de
xiloglucanos (Kochian et al., 2015; Matsumoto, 2000). Segundo Gillaspy et al. (1993), a
auxina tem um papel importante nesse processo de auxiliar a expansao celular e a manutencao
da integridade da parede celular, Logo, provavelmente qualquer fator de estresse como, por
exemplo, a presenca do aluminio nas células, capaz de modificar as propriedades funcionais
da parede celular, pode estar associado também com a regulacdo do horménio auxina e
contribuir para alterar a permeabilidade das membranas celulares a agua e aos elementos
minerais tidos como nutrientes para as plantas.

De acordo com Muday et al., (2012) a auxina e o etileno participam da regulagdo do
alongamento radicular da raiz primaria e formac&o das raizes laterais desencadeada por varias

deficiéncias de nutrientes. O alongamento da raiz primaria € inibido pela acdo sinérgica de
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auxina e etileno, enquanto a formacdo de raizes laterais € estimulada pelo acimulo de auxina,
mas bloqueada pelo etileno. No cilindro central da raiz, o etileno promove a regulacdo
positiva dos transportadores de efluxo de auxina PIN3 e PIN7, que sdo responsaveis pelo
transporte de auxinas para a raiz. Isso promove o acimulo de auxinas no apice da raiz, e leva
a inibicdo do surgimento das raizes laterais atraves entdo da regulacdo negativa pelo etileno. E
entdo, no apice radicular, ocorre 0 aumento da expressdo dos transportadores de influxo de
auxina AUX1 e dos transportadores de efluxo de auxina PIN2, que irdo promover a liberacao
de auxina resultando na inibicdo do crescimento radicular.

Interessante notar nos resultados do presente estudo, que as plantas da linhagem dgt
em cultivo sem aluminio (OuM Al) demonstraram maior teor de carotendides em comparagao
as outras linhagens, e alto teor de clorofila a, assim como as plantas de Nr, na mesma
condicéo de cultivo. O que corroborou com o relatado por Zobel, (1973) e (1974) mostrando
que as plantas da linhagem dgt apresentam como caracteristica natural da linhagem, altos
niveis de clorofilas.

Contudo, é importante ressaltar que houve na presenca do aluminio reducdo dos teores
de pigmentos cloroplastidicos clorofila a (para WT, dgt e Nr), Clorofila b (para WT e dgt),
além da reducdo de carotenoides (para dgt) e isso pode estar indicando o efeito que o aluminio
causa nos cloroplastos. Segundo Zhan et al., (2018) o aluminio pode causar degradacdo dos
pigmentos nos centros de reacGes, nos cloroplastos, por causar a 0 processo de oxidacéo
através da geracdo de radicais livres, destruindo assim as moléculas dos pigmentos
fotossintetizantes.

A diferenca encontrada para as linhagens quanto ao teor de pigmentos
cloroplastidicos, na presenca do aluminio, pode estar associada também com a variacdo na

concentracdo de elementos quimicos absorvidos pelas plantas. A molécula de clorofila, por
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exemplo, contém um atomo de magnésio (Mg) no centro de sua estrutura. E alteracdes na
concentracdo desse elemento quimico nas plantas podem alterar o seu teor de clorofilas (Taiz
et al., 2017). No presente estudo este efeito foi visualizado nas plantas da linhagem Nr, que
demostram aumento na concentracdo do magnésio nos frutos de plantas cultivadas com o All,
e em paralelo foi possivel verificar maior teor de clorofila b encontrado nas folhas das plantas
dessa linhagem, em comparacdo com os achados para WT e dgt.

A reducdo na concentracdo de manganés (Mn) nas plantas também pode prejudicar a
eficiéncia da fotossintese, por danificar os cloroplasto e prejudicar a formacao das clorofilas,
além de afetar a atividade das enzimas que atuam como cofatores para a realizacdo da
fotossintese (Pan et al., 2018). E neste estudo foi observada para as plantas de todas as
linhagens a reducdo na concentracdo de Mn nas raizes e nos frutos na presenca do aluminio, o
que poderia estar contribuindo para a reducdo da eficiéncia fotossintética de todas as
linhagens nesta condicdo de cultivo.

Além disso, as plantas de todas as trés linhagens apresentaram valores para Fv/Fm
semelhantes nas fases de antese e de frutos maduros, na concentracdo de OuM Al. Porém, em
fase de antese e de frutos maduros as plantas de Nr apresentaram menor valor para Fv/Fm
qguando as plantas foram submetidas ao Al em comparacdo com as outras linhagens. O que
indica que o aluminio estaria afetando as taxas fotossintéticas das plantas levando as plantas
da linhagem Nr a uma condic¢éo de fotoinibicdo. Fato ndo ocorrido para as outras linhagens
mesmo quando cultivadas com o aluminio em fase de antese e de frutos maduros. Segundo
Chen et al. (2010) a fotoinibicdo de plantas sob o estresse por aluminio é causada quando a
integridade dos cloroplastos e de seus pigmentos cloroplastidicos ¢ afetada.

Os resultados deste trabalho para a condutancia estomatica e transpiracdo, além dos

teores de pigmentos e eficiéncia fotossintética na presenca do aluminio refletem a maior
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possibilidade de estar ocorrendo o processo de estresse hidrico mais severo para as plantas da
linhagem Nr do que para WT e dgt. Essa interpretacdo mostra como a falta de percepcao do
horménio etileno em Nr poderia estar interferindo na regulacdo ao estresse imposto pelo
aluminio, embora ndo tenham sido avaliados outros parametros para se confirmar essa
condicdo fisioldgica de estresse hidrico.

Segundo Klay et al. (2018), o etileno desempenha importante funcéo na identificacéo
da ocorréncia do estresse causado por um estresse abiético, e é capaz de modular a expressao
de uma variedade de genes, desencadeando mecanismos de tolerancia ao estresse,
contribuindo assim para que a planta possa se adequar e sobreviver.

De acordo com LeNoble et al. (2004), plantas que apresentam a sintese do etileno
suprimida ou que tenham baixa sensibilidade ao etileno podem ter acumulo de &cido
abscisico. Ha relatos na literatura de que os horménios acido abscisico e etileno compartilham
a mesma via de sinalizacdo para o estresse hidrico, como demostrado por Zhai et al. (2017).
Além disso, o aluminio pode desencadear a regulacdo dos niveis de acido abscisico, como
verificado por Reyna-Llorens et al. (2015), em seu estudo com trigo sarraceno, onde
demostrou que altas concentracBes de aluminio pode desencadear o aumento de acido
abscisico na regido radicular. Sendo assim, as plantas da linhagem Nr poderiam estar usando
a via de sinalizacao do &cido abscisico para interpretar o possivel déficit hidrico causado pelo
aluminio, ja que o etileno ndo esta sendo percebido por suas células nos 6rgaos alvos de acéo
do etileno.

Ao observar o crescimento das plantas das trés linhagens na presenca do aluminio foi
possivel verificar como a baixa sensibilidade ao horm6nio auxina, pode afetar o crescimento

das plantas, principalmente quando estdo em condicao de estresse.
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Como descrito anteriormente, as plantas da linhagem dgt séo plantas que trazem como
caracteristicas as raizes com pouca ou nenhuma ramificacdo e as folhas hiponasticas (Oh et
al., 2006). Na presenca de aluminio as plantas da linhagem dgt continuaram a apresentar essas
caracteristicas, e, além disso, cresceram menos, acumularam menos biomassa na raiz e parte
aérea, desenvolveram menos frutos maduros do que WT, apresentaram menor valor de massa
fresca dos frutos quando comparadas as plantas de WT e Nr, e aumentaram o teor de sélidos
solGveis apenas no periodo intermediario de amadurecimento. Em resumo, as plantas da
linhagem dgt mostraram maior déficit de crescimento, desenvolvimento e produtividade, em
funcdo da auséncia de percepcdo ao hormdénio auxina circulante nestas plantas, que por
consequéncia deixa de estimular o crescimento do caule e a expansao foliar. E isso se
intensificou pelo estresse causado pelo aluminio.

Segundo Balbi e Lomax (2003), a mutacdo dgt atrasa o inicio do desenvolvimento
reprodutivo e reduz o tamanho dos frutos e isto talvez sejam resultados indiretos da area foliar
reduzida e sistemas radiculares e vasculares tipicos dessa linhagem.

Os resultados apresentados para as plantas de Nr mostram como a auséncia de
percepcdo de etileno pode ndo interferir na sensibilizacdo dessas plantas a auxina. Desta
forma a auxina, presente em Nr poderia estar promovendo o crescimento da raiz e
desenvolvimento da parte aérea sem interferéncia do etileno. Porém, o cultivo com o aluminio
pode controlar negativamente o crescimento, desenvolvimento e produtividade destas plantas.
Essa acdo hormonal em conjunto com o aluminio foi vista para as plantas de Nr, quando as
plantas desta linhagem tiveram reducdo no crescimento da parte radicular, reducdo da massa
seca da raiz e da parte aérea. Da mesma forma, Sun et al., (2010) e Yang et al., (2014)
trabalhando com Arabdopsis relacionam a indugdo da inibicdo do crescimento radicular, pelo

aluminio, com a promog&o a sinalizagdo, o acimulo e a distribuicdo de auxina. Segundo Sun
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et al., (2010) a inibicdo do crescimento radicular induzida por aluminio é controlada por dois
genes de transporte de auxina conhecidos como Aux 1 e Pin2. E de acordo com Yang et al.,
(2014) revelou que o aluminio pode afetar a expressdo de varios genes associados com a
transcricdo do horménio auxina, como ARF10 e ARF16, que sdo expressos na epiderme e no
cortex do apice radicular, e desta forma pode ser controlado as fungdes da parede celular neste
local.

Embora tenha ocorrido esse efeito negativo quando cultivadas com aluminio, é
importante enfatizar ainda, que esta linhagem apresentou melhor desempenho quanto ao
crescimento e ao acimulo de biomassa, mesmo em condicdo de estresse, quando comparado
as plantas da linhagem dgt. E essa resposta talvez esteja associada com a presenca de auxina
circulante nas plantas de Nr, que deve ter possibilitado, mesmo em condicdo de estresse por
aluminio, o crescimento e desenvolvimento das plantas, como discutido anteriormente.

Um sinal importante da falta de percepcdo do hormonio etileno pelas plantas da
linhagem Nr foi a presenca de pétalas e anteras retidas nas plantas de Nr tanto no cultivo sem
aluminio, quanto no cultivo com aluminio, como relatado, além de apresentarem propor¢oes
semelhantes de frutos verdes e maduros. O que vem corroborar com a descricao realizada por
Wilkinson et al. (1995), de que a linhagem Nr apresenta naturalmente como caracteristica o
ndo amadurecimento total dos frutos e as pétalas e anteras ficam retidas nas plantas, por conta
da falta de senescéncia nao estimulada pela falta de percepcéo ao etileno.

Quanto ao acumulo de solidos soltveis na linhagem Nr, foi visto que isso ocorreu ao
longo de todo o desenvolvimento possivelmente em consequéncia ao estresse imposto pelo
aluminio. Entdo em uma forma de compensar as perdas causadas pelo aluminio, os érgdos das
plantas podem estar estimulando maior transporte e mobilizagdo de carboidratos e aglcares

para os frutos, alocando esses recursos nos frutos e sementes em desenvolvimento. Segundo
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Ho, (1988) normalmente, apenas durante a fase posterior de desenvolvimento, que se
caracteriza pela expansdo celular, desenvolvimento e maturacao das sementes, para a maioria
dos frutos acumulam altos niveis de carboidratos na forma de agucares ou amido.

O resultado da analise de textura para os frutos das plantas da linhagem dgt
demostraram que foi necessario a aplicacdo de forca maior para a ruptura do epicarpo desses
frutos, principalmente aos 97 d.a.g e 101 d.a.g (dias ap6s germinacdo) em compara¢do com
WT e a partir de 97 d.a.g. em comparacdo com Nr. Possivelmente, esse resultado apresentado
para os frutos das plantas da linhagem dgt pode estar ocorrendo pela presenca do aluminio,
que pode estar deixando as paredes dos frutos mais rigidas. O aluminio pode esta interagindo
com enzimas como a extensina e com xiloglucanos da parede celular e alterando a integridade
da parede celular (Kochian et al., 2015; Matsumoto, 2000). Além disso, esse efeito pode estar
ocorrendo também pela auséncia da sensibilidade ao hormonio auxina, pelas células dos
frutos, e desta forma esse sintoma poderia ser o reflexo da falta de acdo hormonal para o
aumento da expansdo celular, que consequentemente determinou a espessura da parede
celular das células do exocarpo. De acordo com Gillaspy et al. (1993), as auxinas também
estdo envolvidas na expansdo celular nos tecidos dos frutos e que durante o desenvolvimento
do fruto do tomate, ocorrem dois picos de aumento no conteudo de auxina. O primeiro pico
ocorre 10 dias apds a antese, coincidindo com inicio da expansao celular e o segundo pico

aparece mais tarde e coincide com a fase final de desenvolvimento embrionério.

Conclusodes

Este trabalho mostrou o efeito téxico do aluminio, principalmente para as raizes das
plantas, corroborando com outras pesquisas ja realizadas e que investigaram esse efeito em

diversas culturas.
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Confirmou-se a hipdtese deste trabalho, de que os mutantes hormonais cultivados na
presenca do aluminio podem demostrar alteracbes fisiologicas de crescimento,
desenvolvimento e produtividade, que revelem as consequéncias da toxicidade do aluminio
sob as a¢fes hormonais da auxina e etileno.

Os resultados de uma forma geral demonstram que para as linhagens testadas neste
trabalho a percepcdo aos hormonios auxina e etileno, juntos contribuem para o crescimento
adequado das raizes e da parte aérea das plantas. Além disso, o aluminio é capaz de afetar
mais 0 crescimento, o desenvolvimento e a produtividade de plantas que tenham
comprometimento da percepcdo do horménio auxina do que de plantas que comprometimento
da percepcdo do horménio etileno.

Estudos futuros, que possam avaliar a expressdo dos genes envolvidos na expressdo
dos hormdnios auxina e etileno, nas raizes e nos frutos de plantas cultivadas na presenca do
aluminio, podem continuar a auxiliar no entendimento e na interpretacdo de como ocorre a
regulacdo e a modulacdo desses dois horménios para promover melhor crescimento e

desenvolvimento das plantas sob estresse.
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Anexos
Fonte de variacéo
Elemen_to quimico Orgéo da C Ol;]':eﬁggggg(d e Linhagem Concentrgg_éo de
mineral planta Al Aluminio
P valor
Al Raiz 0,0044 ** 0,0040 ** <0,0001 ****
Fruto 0,0027 ** <0,0001 **** 0,0021**
7n Raiz 0,0294 * 0,0635 NS <0,0001 ****
Fruto <0,0001**** <0,0001 **** 0,0001***
Mn Raiz 0,0016 ** 0,0003 *** <0,0001 ****
Fruto 0,1078 NS 0,0024 ** 0,0002 ***
Bo Raiz <0,0001 **** 0,0002 *** <0,0001 ****
Fruto 0,3619 NS 0,7364 NS <0,0001 ****
Mo Raiz 0,0146 * <0,0001 **** 0,0003 ***
Fruto 0,0042 ** <0,0001 **** <0,0001 ****
Cu Raiz 0,7475 NS 0,0115 * 0,0007 ***
Fruto <0,0001 **** <0,0001 **** 0,0001 ****
Fe Raiz 0,0001 *** <0,0001 **** <0,0001 ****
Fruto 0,0035 ** 0,0015 ** 0,0002 ***
Na Raiz 0,0176 * 0,0010 *** 0,0124 *
Fruto 0,8314 NS 0,1378 NS 0,8671 NS
Mg Raiz 0,0314 * <0,0001 **** <0,0001 ****
Fruto 0,0073 ** 0,0033 ** 0,0003 ***
Ca Raiz 0,1072 NS 0,0004 *** 0,0020 **
Fruto 0,2610 NS 0,0034 ** 0,0008 ***
Raiz 0,0045 ** 0,0004 *** <0,0001 ****
K Fruto 0,0552 NS 0,0620 NS <0,0001 ****

Tabela 2: Resumo da anélise de variancia, para as concentraces dos elementos quimicos nas raizes e

frutos das linhagens WT, dgt e Nr de Micro-Tom, considerando diferenca significativa de P < 0,05

pelo teste de Tukey.
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Figura 1: Concentracgdes dos elementos (A) Al, (C) Zn, (E) Mn e (G) Bo nas raizes e (B) Al, (D) Zn,
(F) Mn e (H) Bo frutos das linhagens WT, dgt e Nr de Micro-Tom, considerando diferenca
significativa de P < 0,05 pelo teste de Tukey. As letras maiusculas comparam os tratamentos das

linhagens dentro do tratamento de OuM Al e as letras minasculas comparam as linhagens dentro do

tratamento de 300uM Al.
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Figura 2: ConcentracGes dos elementos (A) Mo, (C) Cu, (E) Fe e (G) Na, nas raizes e (B) Mo, (D)
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Tabela 3: Resumo da analise de variancia, para o teor de pigmentos cloroplastidicos das linhagens

WT, dgt e Nr de Micro-Tom, considerando diferenca significativa de P <0,05 pelo teste de Tukey.

Fonte de variacao

Pigmentos Linhagem X Concentracao
g . Concentragdo Linhagem AGE
Cloroplastidicos de Aluminio
de Al
P valor

Clorofilaa 00555 Ns <2000 4 5gpp wwes

Clorofila b 0,0234 * 0,0008 *** 0,0157 *

Carotendides 0,0062 ** 0,0038 ** 0,0200 *

Tabela 4: Resumo da anélise de variancia, taxa de condutancia estomatica (gs); taxa de assimilagdo de
carbono (A) e taxa de transpiracdo (E) das linhagens WT, dgt e Nr de Micro-Tom, em fase de antese e

em fase de frutos maduros, considerando diferenca significativa de P <0,05 pelo teste de Tukey.

Fonte de variacéo

Analise Fase da planta Linhagem X Linhager  Concentracéo
Concentracgéao de Al g de Aluminio
Antese 0,0009 *** 0,0320 * 0,0393 *
Fv/iFm
Frutos Maduros 0,0610 NS 0,0503 NS 0,0002 ***
Condutancia estomatica Antese 0,0002 *** 0,0529 NS 0,7048 NS
(9s) Frutos Maduros 0,0217 * 0,0530 NS 0,0092 **
Assinalacao de Co, (A) Antese 0,0005 *** 0,6872 NS 0,0546 NS
Frutos Maduros 0,0174 * 0,0031 ** 0,0035 **
Transpiraco (E) Antese 0,0023 ** 0,1220 * 0,5825NS
Frutos Maduros 0,0124 * 0,6692 NS 0,005 **
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Figura 4: (A) Teor de Clorofila a; (B) Teor de Clorofila b, (C) Teor de Carotendides,
fluorescéncia da Clorofila a (D) F./Fn, em fase de antese e (E) F,/Fn em fase de frutos maduros;
(F) taxa de condutancia estomatica em antese; (G) taxa de assimilagdo de carbono em antese e (H)
taxa de transpiracdo em antese, das linhagens WT, dgt e Nr de Micro-Tom, considerando
diferenca significativa de P < 0,05 pelo teste de Tukey. As letras mailsculas comparam 0s
tratamentos das linhagens dentro do tratamento de OuM Al e as letras mindsculas comparam as

linhagens dentro do tratamento de 300uM Al.
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frutos maduros das linhagens WT, dgt e Nr de Micro-Tom, considerando diferenca

significativa de P <0,05 pelo teste de Tukey. As letras mailsculas comparam os tratamentos

das linhagens dentro do tratamento de OuM Al e as letras minasculas comparam as linhagens

dentro do tratamento de 300uM Al.



101

Figura 6: Aspecto das plantas das linhagens WT, dgt, e Nr cultivadas em hidroponia nas concentragdes
de OuM Al (A, C e E) e 300uM Al (B, D e F), com 38 d.a.g (dias ap6s germinacdo). As setas em

vermelho mostram o desenvolvimento de raizes secundarias.



Figura 7: Aspecto geral das plantas das
linhagens WT, dgt, e Nr ao
encerramento do cultivo com 110 d.a.g.
(dias ap6s germinacdo), em hidroponia
nas concentracdes de OuM Al e 300uM
Al. Regibes de ressecamento no limbo
foliar (setas vermelhas), pontos de
clorose (setas azuis) e pétalas

persistentes (setas amarelas).
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Tabela 5: Resumo da andlise de variéncia, para Comprimento da parte aérea até a primeira
inflorescéncia (caule primario); comprimento da parte aérea (caule secundario); comprimento
radicular; comprimento total; comprimento do 3°, 4° e 5° entrend; didametro do caule (na altura
do 6° entrend), n° de folhas (até a primeira inflorescéncia no caule principal), area foliar
especifica da 5° e 6° folhas das linhagens WT, dgt e Nr de Micro-Tom, em fase de antese e em

fase de frutos maduros, considerando diferenca significativa de P <0,05 pelo teste de Tukey.

Fonte de variacéo

Linhagem X Concentracao
Analise de Crescimento Concentragcdo  Linhagem de Alumi ¢
de Al e Aluminio
P valor
Comprimento da parte aérea (até a 1°
inflorescéncia) no caule primario 0,0065 ** 0,0271 * 0,0174 *
Comprimento da raiz 0,0376 * 0,0024 ** 0,0695 NS
Comprimento total 0,5001 NS 0,0045 ** <0,0001 ****
Comprimento da parte aérea (caule
secundario) 0,0080 ** 0,0212 * 0,0003 ***
Diametro do caule na altura do 6° <0,0001
entrend 0,5488 NS faiaiaie 0,0005 ***
Comprimento do 3° entren6 0,0002 *** 0,0002 *** 0,3981 NS
Comprimento do 4° entrené 0,0083 ** 0,0015 ** 0,4672 NS
. o , <0,0001
Comprimento do 5° entren6 0,0096 ** Yook 0,6106 NS
N° de folhas (até a primeira
inflorescéncia) no caule principal 0,3776 NS 0,0514 NS 0,2910 NS
< . ce: o <0,0001
Area foliar especifica da 5° folha 0,0056 ** ook 0,0004 ***
Area foliar especifica 6° folha 0.0001 *** <2,9,9,9 ! <0.0001 ****
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Tom, considerando diferenca significativa de P < 0,05 pelo teste de Tukey. As letras maiusculas

comparam os tratamentos das linhagens dentro do tratamento de OuM Al e as letras minusculas

comparam as linhagens dentro do tratamento de 300uM Al.
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Figura 9: (A) massa fresca da raiz; (B) massa fresca da parte aérea; (C) massa seca da raiz; (D)
massa seca da parte aérea; massa seca da (E) 5° e (F) 6° folhas; (G) area foliar especifica da 5° e

(H) 6° folhas das linhagens WT, dgt e Nr de Micro-Tom, considerando diferenca significativa de

P < 0,05 pelo teste de Tukey. As letras mailsculas comparam os tratamentos das linhagens

dentro do tratamento de OuM Al e as letras mindsculas comparam as linhagens dentro do

tratamento

de 300uM Al
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Tabela 6: Resumo da analise de varidncia, para Massa fresca da raiz; massa fresca da parte

aerea; massa seca da raiz; massa seca da parte aérea; massa seca da 5° e 6° folhas das linhagens

WT, dgt e Nr de Micro-Tom, em fase de antese e em fase de frutos maduros, considerando

diferenca significativa de P <0,05 pelo teste de Tukey.

Fonte de variacao

. . Linhagem )f . Concentracao
Anélise de Biomassa Concentragdo  Linhagem de Aluminio
de Al
P valor
Massa Fresca Raiz <0,0001 ****  <0,0001 **** <0,0001 ****
Massa Fresca Parte Aérea 0,0248 * 0,0007 ***  <0,0001 ****
Massa Seca Raiz <0,0001 ****  <0,0001 **** <0,0001 ****
Massa Seca Parte Aérea <0,0001 ****  <0,0001 **** <0,0001 ****
Massa Seca da 5° Folha 0,0479 * 0,0005 *** 0,0008 ***
Massa Seca da 6° Folha 0,0455 * <0,0001 ****  (,0001 ***

Tabela 7: Resumo da analise de variancia, para N° total de frutos verdes; N° total de frutos maduros;

massa fresca dos frutos e diametro dos frutos das linhagens WT, dgt e Nr de Micro-Tom, em fase de

antese e em fase de frutos maduros, considerando diferenca significativa de P < 0,05 pelo teste de

Tukey.

Fonte de variacao

Linhagem X Concentracao
Analise de Produtividade Con(aeen'irlagao de Aluminio
P valor
N° total de frutos verde 0,0197 * 0,0002 *** <0,0001 ****
N° total de frutos Maduros 0,0026 ** <0,0001 **** 0,0153 *
Massa Fresca dos frutos 0,0001 *** 0,0010 ** <0,0001 ****
Diametro dos frutos 0,5448 NS 0,0005 *** 0,0014 **
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Tabela 8: Resumo da analise de varidncia, para % soélidos soltveis (°BRIX) e textura dos frutos das
linhagens WT, dgt e Nr de Micro-Tom, em fase de antese e em fase de frutos maduros, considerando

diferenca significativa de P <0,05 pelo teste de Tukey.

Fonte de variacao

Tratamentos X Tratamentos

Anélise de Produtividade Concentragdo Linhagens/ ggsﬁisgg;s
de Al [Al]
P valor
% Solidos Solaveis (°Brix) 0,0338 * <0,0001 **** 0,1582 NS

Textura 0,0649 NS <0,0001 *#*** 0,1534 NS
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300uM Al
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Capitulo 3: Uso do gene repdrter GUS, para avaliacdo da transcri¢ao de auxina e
etileno, em plantas transgénicas do microtomateiro MicroTom cultivadas na presenca

de aluminio.

Resumo: A toxicidade do aluminio (Al) afeta o crescimento radicular e reduz a produtividade
vegetal em solos &cidos. Neste trabalho foram testadas as hipoOteses de que frutos do
microtomateiro Micro-Tom (MT), transgénicos para auxina e etileno, sédo afetados em
diferentes estagios de desenvolvimento quando cultivados sob toxicidade por Al. Foi testado
também se a expressdo desses hormonios € realizada de forma sincronizada para o
desenvolvimento do fruto e da semente. A sintese desses hormonios foi avaliada através da
expressdo dos promotores de transcricdo fusionados ao gene repérter GUS. As linhagens de
MT, WT, pDR5::GUS e pEBS::GUS foram avaliadas quanto ao crescimento das raizes e parte
area, lignificacdo das raizes, expressdao da enzima B-glucoronidase fusionada aos genes
promotores da transcricdo e atividade da enzima em frutos de 5 e 8mm e maduros. Os
resultados indicaram que o Al altera crescimento e desenvolvimento da parte aérea e raizes
nas linhagens pDR5::GUS e pEBS::GUS. Alem disso, foi observado nos frutos a expressao
dos promotores de auxina e etileno de forma antagdnica nos estagios de desenvolvimentos
avaliados. A atividade da enzima B-glucoronidase foi mais elevada nos frutos de 5mm e
maduros na linhagem pDR5-GUS e mais elevada nos frutos de 8mm em pEBS-GUS,
indicando sinalizacdo dos hormdnios em resposta ao Al através da inducdo do prolongamento
no amadurecimento do fruto e desenvolvimento da semente. Os resultados podem auxiliar
com as pesquisas que buscam o entendimento dos mecanismos de agdo do Al em plantas e a
adaptacdo a condicdo desse estresse, além de sugerir a incorporacdo de genes para O
melhoramento genético e melhor desempenho de plantas em solos com elevada saturacdo por
Al.

Palavras-chaves: Estresse abidtico, fitohorménios, desenvolvimento vegetal, tomate.
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Use of the GUS reporter gene for the evaluation of auxin and ethylene transcription in
transgenic plants of the MicroTom microtomato plant grown in the presence of
aluminum.

Abstract: Aluminum (Al) toxicity affects root growth and reduces plant productivity in acidic
soils. In this work, the hypotheses were tested that fruits of the MicroTom (MT) microtomato
plant, transgenic for auxin and ethylene, are affected at different stages of development when
cultivated under Al toxicity. It was also tested whether the expression of these hormones is
carried out in a synchronized way for the development of the fruit and the seed. The synthesis
of these hormones was evaluated through the expression of transcription promoters fused to
the GUS reporter gene. The MT, WT, pDR5::GUS and pEBS::GUS lines were evaluated for
root and area growth, root lignification, expression of the B-glucuronidase enzyme fused to
transcription-promoting genes, and enzyme activity in fruits of 5 and 8mm and mature. The
results indicated that Al alters shoot and root growth and development in pDR5::GUS and
pEBS::GUS line. In addition, the expression of auxin and ethylene promoters was observed in
the fruits in an antagonistic way in the evaluated developmental stages. The activity of the 3-
glucuronidase enzyme was higher in the 5mm and mature fruits in the pDR5-GUS line, and
higher in 8mm fruits in pEBS-GUS, indicating hormone signaling in response to Al through
induction of prolonged fruit ripening and seed development. The results can help with
research that seeks to understand the mechanisms of action of Al in plants and the adaptation
to this stress condition, in addition to suggesting the incorporation of genes for genetic
improvement and better performance of plants in soils with high saturation by Al .

Keywords: Abiotic stress, phytohormones, plant development, tomato.
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Introducéo

Em plantas a toxicidade por aluminio (AI**) é um dos principais problemas de estresse
abiotico em solos acidos com elevada saturacéo pelo metal (Singh et al., 2017). A inibicdo do
crescimento radicular € considerada o sintoma primario da toxicidade, e isso afeta o
crescimento e o desenvolvimento levando a reducdo da produtividade vegetal (Rahman e
Upadhyaya, 2021).

Muitas pesquisas avancaram na elucidacdo dos mecanismos de tolerancia e ou resisténcia
ao aluminio, ou seja, como as plantas crescem e se adaptam quando encontram o Al em
concentracdo toxica no solo (Liu et al., 2014). Porém ainda ha muito por esclarecer sobre a
ligacdo do Al com moléculas e estruturas celulares e as vias de sinalizagdo do estresse pelas
plantas (Liu et al, 2014; He et al., 2015).

Em revisdo, Kopittke (2016), relata que varios estudos tém demostrado a importancia de
aumentos rapidos de etileno (Eto) e auxina (AIA) nos &pices das raizes, e como esses
hormonios, podem levar a inibicdo do afrouxamento da parede e alongamento celular,
regulando a liberacdo de &cidos organicos para complexar o Al na regido da rizosfera. Sun et
al. (2010), utilizaram mutantes defectivos na sinalizacdo de Eto e no transporte polar de AlA,
além de inibidores da sintese de Eto e de percepcdo do transporte polar de AlA, para analisar
o efeito desses horménios no alongamento celular na presenca do Al. Esses autores
evidenciaram que o Al altera os padrdes de acumulo e distribuicdo de AIA nas raizes, e
contribui para a inibicdo do alongamento radicular. Eles concluiram que esse processo pode
também ter o envolvimento do Eto, pois o Al provocou mudancas na distribuicdo de AIA
afetando, transportadores de influxo e efluxo desse hormoénio, como AUX1 e PIN2. E isso
indicou que a interrupcdo da distribuicdo de AIA induzida por Al é um evento posterior a

producéo de Eto induzida por Al.
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Apesar destas descobertas, ainda ndo ha registro de pesquisas realizadas para avaliar o
controle da modulacdo hormonal induzidas por Al, no desenvolvimento de frutos. Uma
poderosa ferramenta para auxiliar nestes estudos é o uso de promotores constitutivos de
transcricdo hormonal que pode ser utilizado para determinar e elucidar padrdes de expressdo
de genes envolvidos com a expressdo hormonal em células, tecidos e 6rgaos em plantas e
especialmente em frutos. Segundo Tsunada (2018) promotores constitutivos sao Uteis para a
producdo da proteina de interesse em todos os tecidos e durante todo o desenvolvimento
vegetal. Em exemplo disto, o promotor responsivo a auxina, p-DR5, vem sendo muito
utilizado como ferramenta para monitoramento da localizacdo tecidual de auxina ou
sinalizacdo de auxina (Ulmasov et al., 1997).

Desta forma, a investigacdo da expressdo dos horménios AIA e Eto, utilizando plantas
transgénicas, construidas com marcadores de genes promotores de transcricdo hormonal em
frutos pode auxiliar na andlise da sintese e distribuicdo hormonal nos tecidos dos frutos, assim
como nos tecidos das raizes de plantas afetadas pela toxicidade por Al. Segundo Jefferson et
al. (1987) o gene da enzima B-glucuronidase, é considerado um marcador, também chamado
de gene repdrter, e muito utilizado para construcdes transgénicas em plantas. Esse gene foi
clonado e sequenciado e codifica uma enzima estavel que possui propriedades desejaveis para
a construcdo e analise de fusGes de genes. Os autores ainda ressaltam que esse método de
investigacdo com marcadores de genes promotores é facil, sensivel e barato e que pode ser
testado in vitro e também pode ser analisado histoquimicamente na localiza¢do da atividade
enzimatica GUS, transcrita juntamente com os promotores fusionados de interesse.

O gene B-glucuronidase tem sido incorporado na construgdo genética do Micro-Tom, um
cultivar de tomate mutante, da espécie Solanum lycopersicum. Segundo Emmanuel e Levy

(2002), esse cultivar é uma planta modelo, que vem sendo muito utilizada para estudos
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genéticos e de fisiologia, por inclusive ja ter sido desenvolvido varios mutantes que
apresentam alterac6es no metabolismo e/ou sensibilidade a diferentes hormonios.

Algumas pesquisas associando o Micro-Tom com toxicidade ao Al ja foram realizadas,
mas poucas relacionam os efeitos do metal ao desenvolvimento de frutos. O entendimento da
acao do Al na sintese de hormdnios em frutos pode ajudar a elucidar mecanismos envolvidos
na toxicidade do Al nas plantas. Sasaki et al. (2016) investigaram dois genes da familia de
transportadores de malato ativados por Al; SIALMT4 e SIALMT5 foram expressos durante o
desenvolvimento dos frutos em plantas de MicroTom observados através de transformacao
genética e uso do gene GUS. Os autores relataram que houve a expressao dos dois genes nos
feixes vasculares e nas sementes de frutos maduros.

A exsudacdo radicular de acidos organicos, como malato e citrato, € um dos mecanismos
de resisténcia mais conhecido e esta associado com a complexacdo do Al na rizosfera (Liu et
al., 2014). Esse mecanismo é mediado por AIA, que estimula a atividade de H*-ATPases de
membrana plasmatica (Wang et al., 2013 e 2016). Estas pesquisas tém orientado novas
descobertas em resposta a sinalizacdo do Al ao longo do desenvolvimento de frutos.

O desenvolvimento do fruto ocorre em de acordo com a modulacdo de varios horménios.
Em frutos climatéricos, como o tomate e de acordo com Trainotti et al. (2007) varias linhas de
evidéncia sugerem que tanto o Eto quanto AIA estdo envolvidos no crosstalk entre si durante
0 amadurecimento.

As AlAs participam desde a formacdo do fruto apos a fertilizacdo com a formacdo do
carpelo, da placenta e dos dvulos, até na fase de desenvolvimento da semente (Robert et al.,
2015; Olimpieri et al., 2007). Na fase do amadurecimento, hd um declinio da sintese de AIA,
citocinina e giberelina, e um aumento de acido abscisico e Eto, ocasionando no transporte de

acucares, reducdo da acidez e alteragdo da cor e aroma do fruto (Klee e Giovannoni, 2011).
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Trainotti et al. (2007) também demonstraram a existéncia de um importante cross-talk entre
AlA e Eto, com genes no dominio de AIA regulado por Eto e genes no dominio etileno
regulado pela AIA nessa fase do desenvolvimento.

Neste trabalho foi testada a hipdtese de que frutos de plantas transgénicas cultivadas em
solucdo contendo Al e em estagios diferentes de desenvolvimento podem sofrer alteracfes na
sintese de AIA e Eto, e a expressdo desses horménios pode ser realizada de forma
sincronizada no desenvolvimento de frutos e sementes.

O objetivo do trabalho foi avaliar a producdo de AIA e Eto através da expressdo dos
promotores de transcricdo fusionados ao gene repdrter GUS, para a transcricdo desses

horménios em plantas transgénicas de Micro-Tom cultivadas em hidroponia com Al.

Materials e métodos

Cultivo das plantas

O cultivo das plantas foi desenvolvido no Departamento de Boténica da Universidade
Federal de Minas Gerais (ICB/UFMG) em Belo Horizonte / MG. Foram utilizadas linhagens
do microtomateiro MicroTom mutantes hormonais para auxina (AlA) e etileno (Eto), além do
cultivar selvagem WT. Os experimentos foram conduzidos em cdmara de crescimento em

cultivo hidropénico. A caracterizacdo dos mutantes hormonais encontra-se na Tabela 1.
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Tabela 1: Caracterizacdo das linhagens de mutantes de MicroTom para auxina e etileno

Linhagem Mutante Caracterizagéo Referéncia

Gene reporter GUS fusionado a um
MT-pDR5::GUS promotor de transcri¢do para Ulmasov et al., 1997
auxina

Gene reporter GUS fusionado a um
promotor de transcri¢do para

MT-pEBS::GUS etileno

Stepanova et al., 2007

Sementes das trés linhagens do cv. Micro-Tom (Solanum lycopersicum L.), selvagem MT-
WT (Wild Type), MT-pDR5::GUS e MT-pEBS::GUS foram colocadas para germinar em
potes plasticos descontaminados, contendo a mistura de substrato comercial BioPlant e
vermiculita média na proporcao de 1:1 (V/V) e a germinacgdo das sementes ocorreu em sala de
crescimento, sob condicbes de bancada com estrutura de luz artificial, de condicdo de
luminosidade de aproximadamente 100 pmol m™ s, fotoperiodo de 12 h e 90% de umidade.

Apo6s 7 dias da germinacdo, as plantulas com 2 pares de folhas verdadeiras foram
individualizadas e transferidas para caixas de acrilico pretas de tamanho de 42,5 cm de
comprimento x 10,5 cm de altura x 12,0 cm de largura, e com capacidade para 5 L de solucéo
nutritiva para o cultivo hidropdnico. As caixas foram preenchidas com solugédo nutritiva de
Watanabe e Osaki (2001) para o cultivo hidropénico, e as plantas permaneceram suspensas
em suporte de borracha EVA (Etil Vinil Acetato). Inicialmente as plantas permaneceram por
sete dias, com a metade da forga idnica desta solucdo nutritiva, para aclimatacdo. Todo o
cultivo hidropdnico foi conduzido em sala de crescimento, nas mesmas condigdes de

luminosidade, fotoperiodo e umidade que foram germinadas.
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Figura 1: Plantas em cultivo hidropbnico e diferentes
concentragdes de aluminio

Apbs a aclimatacdo, a solucdo hidroponica inicial foi substituida pela mesma solugdo com
100% de forca ibnica e iniciou-se a exposi¢cdo ao cloreto de aluminio (AICI3). Foram
definidas 8 plantas para cada tratamento: 0 (controle) e 300 uM Al. As solugdes nutritivas
com e sem Al foram trocadas uma vez por semana, para manutencdo do aporte de nutrientes,
e 0 pH corrigido para 4,3. Este procedimento se repetiu até o encerramento do cultivo aos 110

dias apos a germinacéo (d.a.g).

Parametros de crescimento e desenvolvimento

O material vegetal foi separado em parte aérea e radicular para avaliacdo do crescimento da
raiz e da parte aérea. Foram utilizadas as 8 (oito) plantas para andlise do sistema radicular e

parte aérea.
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As raizes das plantas das trés linhagens foram individualizadas e dispostas em uma cuba de
acrilico de 20 cm de largura por 30 cm de comprimento, contendo &gua destilada, e a
morfologia de cada raiz foi analisada utilizando o sistema WinRHIZO Pro acoplado a um
scanner profissional Epson XL 10000 equipado com unidade de luz adicional. Foi utilizada
uma definicdo de 400 dpis, como descrito por Bouma et al. (2000). As caracteristicas
morfologicas radiculares avaliadas foram o comprimento total de raiz (cm); diametro médio
de raiz (mm) e volume de raiz total (cm®). Além disso, foram realizadas classificacdes de
raizes por trés classes de didmetro, como proposto por Bhom (1979), que forneceram
comprimento de raiz e volume de raizes muito finas (@<0,5 mm); finas (0,5 mm< @ 2 mm) e
grossas (@ > 2 mm).

A érea foliar foi medida considerando 8 plantas por tratamento. Utilizou-se o integrador

de &rea foliar modelo Li-3100.

Andlise histoquimica de lignina

Para a analise do acumulo de lignina foram escolhidos trés fragmentos de raizes laterais de
todas as plantas (Figura 2) das trés linhagens, WT, DR5-GUS e EBS-GUS, e seccionadas com
auxilio de um estilete.

<N

Figura 2: Regido selecionada (elipse)
da raiz para as trés linhagens, WT,
DR5-GUS e EBS-GUS, para analise
histoquimica de lignina.
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As raizes foram avaliadas com o emprego da técnica histoquimica de coloracdo e
identificacdo da lignina com o corante acido floroglucinol (solucdo A- 2% floroglucina e
solucdo B-25% de acido cloridrico aplicado por 5 min) como descrito por Johansen, (1940).
As raizes foram observadas no Laboratorio de Sistematica do Departamento de Boténica
ICB/UFMG, em lupa da marca ZEISS (Modelo Stemi 508), com camera acoplada da marca
ZEISS (modelo AXIOCAM 105 Color) e para o processamento das imagens foi utilizado o

software Zen 2 da marca ZEISS.

Anélise histoquimica da enzima reporter (GUS) B-glucoronidase

A analise histoquimica de GUS (B-glucuronidase) foi realizada nos frutos de WT, DR5-
GUS e EBS-GUS. Foram utilizados os frutos em trés estagios de desenvolvimento. Os frutos
foram retirados das plantas durante o periodo da frutificacdo sendo frutos verdes com 5 e 8
mm de didmetro e frutos maduros de estagio Orange de amadurecimento (Gillaspy et al.,
1993). Foram coletados trés frutos de cada planta (8 plantas), para serem submetidos a
coloracédo histoquimica de GUS de acordo com o método descrito por Jefferson et al. (1987)
com algumas modificagdes.

Os frutos, em cada estagio de desenvolvimento foram colocados imersos por 5min em
recipientes plasticos individuais, contendo 300 uM de solucdo de GUS (100 mM de solucgédo
tampado de fosfato de s6dio, em pH 7,0; 10 mM de EDTA em pH 8,0; 0,5 mM de ferrocianeto
de potassio, 0,5 mM de ferricianeto de potassio; 0,05% de Triton X-100 e 10 mg mL™ de X-
Gluc [5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucuronideo] em 500 uM de DMSO). Em seguida
foram incubados a 37 °C em estufa no escuro por 12 h, e posteriormente lavados com agua
destilada e incubados em etanol 70%. A observacdo da reacdo histoquimica nos frutos foi

realizada em lupa da marca ZEISS (modelo Stemi 508), com céamera acoplada da marca
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ZEISS (AXIOCAM 105 Color), e para o processamento das imagens foi utilizado o software
Zen 2 (ZEISS).

Segundo Jefferson (1987), na presenga da enzima B-glucuronidase, o substrato X-gluc (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucuronideo cicloexil amina) é clivado e o produto desta
reacao, na presenca de oxigénio, forma dimeros resultando em um precipitado insoltivel de
cor azul. Logo, a ocorréncia da cor azul nas células e tecidos nos frutos das linhagens testadas

neste trabalho foi interpretada como reacdo positiva.

Quantificacio da atividade da enzima repérter p-glucoronidase (GUS)

A atividade da enzima GUS foi avaliada em frutos coletados e processados em laboratorio
para quantificacdo total das proteinas (Bradford, 1976) e do ensaio fluorimetrico (Lana et al.,
2017). Foram coletados trés frutos maduros, de estagio Orange de amadurecimento (Gillaspy
et al., 1993) de cada planta, para preparo de uma amostra composta para analise. Através do
ensaio fluorimétrico, reacdo abaixo, foi possivel identificar a formacdo do composto 4-
metilumbeliferona (MU), que apresenta fluorescéncia méxima em pH alto, resultante da
reagdo entre o composto 4-metilumbeliferil-B-D-glicuronideo e a enzima GUS, e os resultados

expressos em rmol de mu/min/mg de proteina.

MUG GUS Acido MU

Glucurénico

Nao fluorescente Fluorescente

Para analise de proteinas totais nos frutos foi necessario o ajuste nas concentracfes de

albumina de soro bovino (BSA), incluindo mais 4 pontos de analise para o preparo da curva
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padrdo. Os valores das concentracdes para obtencdo da curva padrdo foram: 4, 3, 2, 1,4, 1,2,
1,0,0,8,0,5,0,3,0,1e 0 mgmL™.

Andlise estatistica

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado e os resultados
analizados com o programa GraphPad Prism versao 8.01, utilizando anélise de variancia two-
way ANOVA, no arranjo fatorial de 2 (concentragdes de aluminio) x 3 (linhagens), seguido
por multiplas comparacGes. Para a andlise estatistica do resultado da quantificacdo da
atividade da enzima reporter B-glucoronidase (GUS) foi considerado o arranjo fatorial de 3
(tratamentos: Linhagens / [Al]) x 3 (estagios de desenvolvimento dos frutos). Considerou-se
para todas as analises o teste estatistico de Tukey para a comparacdo das médias e a avaliacdo
das interagcOes entre as concentraces de Al e as linhagens. Para todas as avaliagdes foram
consideradas diferenca significativa de P < 0,05 e as figuras para os dados quantitativos

elaboradas com 0 mesmo programa.

Resultados

Parametros de crescimento e desenvolvimento

Os resultados encontrados indicaram os efeitos do Al nas raizes e na parte aérea nas trés
linhagens de MT. De maneira geral ndo houve diferenca entre as linhagens, em relacdo aos
parametros analisados. Porém, a presenca do Al em solucdo possibilitou o surgimento dos
sintomas do estresse associados ao crescimento da parte aérea e das raizes (Figuras 3, 4 e
Tabela 2). Visualmente foi também possivel perceber essas diferencas (Figura 5).

Quando comparadas as plantas cultivadas com e sem aluminio, foi possivel observar a

reducdo significativa, da area foliar, comprimento total das raizes e volume das raizes
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(Figuras 3A, 3B e 3D) nas plantas de todas as linhagens quando cultivadas com 300uM Al,
enquanto que houve aumento significativo do didmetro das raizes das plantas de todas as
linhagens (Figura 3C).

A andlise do didmetro diferencial das raizes, demostrou que o Al reduziu de forma
significativa o comprimento e o volume radicular. Apesar disto, 0 comprimento das raizes
mais finas (Figura 4A) foi maior que o das raizes de diametro fino (Figura 4B) e o das raizes
de didmetro maior (Figura 4C). Enquanto que, as raizes mais grossas (Figura 4D)

apresentaram maior volume que as raizes finas (Figura 4E) e muito finas (Figura 4F).

Analise histoquimica de lignina

A analise histoquimica por floroglucina possibilitou a identificacdo das regides nos tecidos
das raizes com deposito de lignina. E foi possivel observar que as raizes laterais das trés
linhagens apresentaram a regido de tecido vascular (V) coradas com floroglucina (Figura 6).
Porém, as raizes das plantas de todas as linhagens apresentaram coloracdo mais intensa em
toda a superficie radicular, incluindo a epiderme (Figura 6B, 6D e 6F).

E em observacdo da estrutura das raizes também foi possivel notar varias regides com
ramificacOes laterais pouco desenvolvidas nas trés linhagens. E estas regifes também se

encontraram fortemente corados por floroglucina, indicando a presenca da lignina.

Anélise histoquimica da enzima reporter B-glucoronidase (GUS)

A andlise histoquimica com a enzima reporter B-glucoronidase (GUS) dos frutos foi

possivel identificar as regides de tecidos que demostraram a reagao positiva para a solugéo de
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GUS, e esta reacdo positiva refletiu a expresséo do gene promotor GUS referente ao horménio
associado com a construgdo transgénica de cada linhagem.

A linhagem selvagem WT, funcionou como o controle negativo para a analise histoquimica
de GUS por ndo ter o gene GUS fusionado a nenhum promotor em sua constituicao genética.
E como esperado, ndo apresentou a coloracdo caracteristica de GUS, em nenhuma regido de
tecido dos frutos de 5 e 8mm e aqueles maduros (Figura 7), de plantas cultivadas com e sem
Al.

A linhagem DR5-GUS demostrou reacdo positiva para a histoquimica de GUS, em todas as
fases de desenvolvimento avaliadas. Porém, foi evidenciado uma coloracdo mais acentuada
nos frutos de 5e 8mm nas plantas cultivadas sem Al (Figura 8A e 8B), principalmente na
regido do peddnculo (PD), da columela (CL), da placenta (PL), do mesocarpo (M) bem
préximo ao endocarpo (EN) e da regido proxima da semente (S). Na presenca do Al as plantas
de DR5-GUS com 5 e 8mm (Figuras 8D e 8E), continuaram a apresentar a reacao positiva de
GUS para as mesmas regides de tecidos, principalmente na placenta proximo das sementes. E
para o fruto maduro de plantas de DR5-GUS, cultivadas sem Al (Figuras 8C) foi possivel
observar a reacdo positiva de GUS restrita a regido do peddnculo e da columela. Enguanto
que nos frutos maduros das plantas de DR5-GUS, cultivadas com Al a rea¢do ocorreu nas
regides do pedunculo, da columela e da placenta proxima da semente (S) (Figura 8F).

A linhagem EBS-GUS mostrou reacdo positiva de GUS, nos frutos de 5 mm das plantas
cultivadas sem e com Al (Figura 9A e 9D) de forma muito semelhante em todas as regides de
tecidos do 6rgéo e de forma mais homogénea do que nos frutos de DR5-GUS. Nos frutos de 8
mm (Figuras 9B e 9E), a reagcdo de GUS foi mais acentuada em todos as regides do fruto,
principalmente na regido do exocarpo, mesocarpo préximo ao endocarpo, principalmente na

auséncia de Al. Enquanto que na presenca do Al a reagdo positiva de GUS ocorreu em todo o
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orgdo, também de forma mais homogénea, e marcante principalmente na regido dos vasos e
da placenta. E nos frutos maduros das plantas da linhagem EBS-GUS, cultivadas sem Al
(Figura 9C), ndo foi observada reacdo positiva de GUS, porém nos frutos maduros das plantas
dessa linhagem cultivadas com Al foi observada reacdo positiva de GUS para as regies do

pedunculo, dos vasos e da semente (Figura 9F).

Quantificacdo da Atividade da Enzima Repdrter pB-glucoronidase (GUS)

A atividade da enzima repoérter B-glucoronidase apresentou-se de forma diferente para as
linhagens testadas e a presenca do Al também influenciou nos resultados (Figura 10).

Nos frutos das plantas da linhagem DR5-GUS a atividade da enzima GUS foi semelhante
ao estdgio de desenvolvimento de 5 mm em cultivo em ambos tratamentos de Al. Enquanto
que, a atividade desta enzima foi mais acentuada nos frutos das plantas da linhagem EBS-
GUS com 5 mm quando cultivadas sem Al, e mais elevada que o valor apresentado para 0s
frutos da linhagem DR5-GUS, considerando a mesma condic¢do de cultivo. Houve reducdo da
atividade da enzima GUS nos frutos de 8 mm e de frutos maduros de plantas da linhagem
DR5-GUS cultivadas com Al.

Para os frutos de 5 mm das plantas da linhagem EBS-GUS houve reducdo da atividade da
enzima GUS, quando cultivadas com Al, e para os frutos de 8 mm a concentracdo de Al nédo
influenciou na atividade da enzima. Além disso, os valores para os frutos de 8 mm das plantas
da linhagem EBS-GUS também foram bem mais elevados que os valores apresentados para 0s
frutos da linhagem DR5-GUS nas mesmas condic¢des de cultivo. No estagio maduro dos frutos
das plantas de EBS-GUS né&o foram observados atividade da enzima GUS quando cultivados
sem Al. Porém os frutos das plantas de EBS-GUS cultivadas em solugdo com Al demostraram

atividade da enzima GUS.
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Discussao

As diferencas encontradas entre os mutantes MT para o crescimento e desenvolvimento das
raizes e da parte aérea das plantas das trés linhagens confirmaram os achados na literatura,
como documentam Sasaki et al. (1996), Horst et al. (2010), Singh et al. (2017) e Rahman et
al. (2018), para os estudos envolvendo outras espécies sensiveis ao Al, e que mostram
reducdo do alongamento radicular, aumento da espessura das raizes, diminuicdo do
crescimento da parte aérea entre outros sintomas associados com a toxidez induzida por Al.
As plantas das trés linhagens avaliadas mostraram comportamento semelhante quando
submetidas ao Al, quanto a reducdo da area foliar, reducdo do crescimento radicular,
espessamento das raizes, reducdo do volume das raizes muito finas e finas e aumento do
volume das raizes mais grossas. Esses efeitos semelhantes para as raizes e parte aérea, das
plantas dessas trés linhagens, refletem a construcdo genética dessas plantas, e reforcam o que
as diferenciam, ou seja, apenas a presenca do gene repérter GUS fusionado ao gene promotor
para transcricdo dos hormonios AIA, para a linhagem DR5-GUS, e Eto, para a linhagem EBS-
GUS. Entdo o0 que se esperava era exatamente que o comportamento dessas linhagens na
presenca do Al, fosse semelhante ao comportamento da linhagem selvagem WT. O que foi
confirmado nas investigacOes desse trabalho.

A andlise histoquimica para identificacdo de lignina também foi importante para confirmar
0 que a literatura tem documentado a respeito da fitotoxidade do Al em relacdo as raizes.
Segundo Yoon et al. (2015) a lignina é um polimero hidrofébico aroméatico de natureza
fendlica que impregna nas redes de celulose e hemicelulose da parede celular, enrijecendo a
célula e protegendo-a de interferéncias externas fisicas e bioldgicas. A analise do processo de
lignificacdo das raizes foi importante para auxiliar também no entendimento da reducdo de

crescimento das raizes provocada pelo Al, pois isso pode estar associado ao aumento da
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rigidez da parede celular, como relatado em plantas de trigo e milho (Sasaki et al., 1996;
Budikova, 1999), o que acaba por interferir nos processos de transporte de agua e minerais, no
metabolismo e até mesmo influenciar os processos de divisao celular. Kopittke et al. (2008)
sugeriram gue as raizes de plantas cultivadas com Al podem ter a ruptura da parede celular
das células que compBem as raizes, devido ao aumento da rigidez. Esse processo ocorre
devido a ligacdo do Al a parede celular, e que consequentemente leva a perda da elasticidade
da célula.

As trés linhagens de Micro-Tom testadas mostraram também menor desenvolvimento de
raizes laterais em consequéncias a toxicidade de Al. De acordo com Macedo (2011), o
acumulo de Al ocorre preferencialmente no sistema radicular reduzindo entéo seu crescimento
causando aumento no didmetro das raizes e reducdo do nimero de raizes laterais. E esses
sintomas podem ser um efeito indireto do déficit hidrico determinado pela resposta a
toxicidade do Al. Segundo Kauffmann & Gardner (1978) em condic¢des de cultivo no solo o
excesso de Al na regido das raizes frequentemente impede o seu desenvolvimento nas zonas
mais profundas do solo. E por este motivo ocorre maior expansdo das raizes laterias em
comparagdo com a raiz principal.

A histolocalizacdo da expressdo do gene reporter GUS fusionado ao promotor de
transcricao de AlA e Eto, permitiu que fossem reconhecidas as regides de tecidos que estavam
expressando AlA e Eto nos frutos das linhagens de Micro-Tom investigadas. Sendo assim, o
gene GUS sob controle do promotor pDR5 demostrou expressdo da AlA, identificada pela cor
azul da reacdo enzimatica entre glucoronidase com o substrato X-Gluc, como relatado, para as
regides de tecidos dos frutos das plantas da linhagem DR5-GUS, com 5 e 8mm, indicando que
nestes locais o transporte e a maior agdo desse horménio poderia estar ocorrendo. Além disso, 0S

frutos maduros de plantas da linhagem DR5-GUS cultivadas sem e com aluminio
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demostraram menor intensificacdo da reacdo de GUS em algumas regides de tecidos. Achon
Forno (2017), investigando sobre o controle hormonal no desenvolvimento de frutos de
Micro-Tom, evidenciaram que AIA é produzida em maior quantidade nos frutos em fases
entre 10 e 15 d.p.a, com maior expressdo do p-DR5::GUS, nas regides do pedunculo e da
placenta. E ainda que a AIA pode ser expressa nestas regides dos frutos até 25 d.p.a. e que
depois disso somente a regido da semente apresenta concentracdo maior de AIA. Neste
trabalho, a presenca de Al possibilitou identificar também na regido da placenta proxima da
semente, coloracdo azul, evidenciando a expressdo do p-DR5::GUS, inclusive em frutos
maduros.

Estes resultados podem ser associados de forma complementar aos resultados encontrados
por Sasaki et al. (2016) que investigando os genes SIALMT4 e SIALMT5 da familia de
transportadores de malato ativados por Al e expressos durante o desenvolvimento dos frutos
de Micro-Tom, observaram a expressdo dos dois genes nos feixes vasculares e nas sementes
de frutos maduros. Segundo Wang et al. (2013 e 2016) o mecanismo de exsudacao de malato
e citrato é mediado pelo hormdnio AIA, que estimula o aumento da atividade de H*-ATPases
uma enzima da membrana plasmatica, permitindo sugerir que as regides dos frutos marcados
por p-DR5::GUS, sdo as mesmas identificadas por Sasaki et al., (2016).

E o gene GUS sob controle do promotor pEBS demostrou expressdo do Eto, identificada pela
cor azul da reacdo enzimatica, em todos os tecidos dos frutos com 5 e 8mm, além disso, nos
frutos maduros das plantas submetidas ao Al foi observada reacdo positiva de GUS na regido
da semente, o que ndo ocorreu nos frutos das plantas cultivadas sem Al, indicando possivel
influéncia do Al estimulando a expressdo do Eto nos frutos maduros ainda nesta fase. Esses
resultados para a linhagem EBS-GUS no cultivo sem Al se assemelham aos resultados

encontrados por Achon Forno (2017), que demostrou para os frutos de EBS-GUS, ndo haver
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expressdo do p-EBS-GUS nas sementes de frutos com desenvolvimento inicial de 10 até 30
d.p.a, e que a expressao foi observada apenas aos 10 d.p.a., na placenta e no pericarpo, e
depois diminuiu para um nivel basal semelhante aos frutos com desenvolvimento inicial de 10
até 30 d.p.a.

A atividade da enzima GUS analisada possibilitou a confirmacdo dos resultados
encontrados através da histolocalizacdo da expressao do gene reporter GUS fusionado ao
promotor de transcricao responsivo para AlA e Eto. Foi possivel observar que o Al promoveu
a reducdo da enzima GUS nos frutos de 8mm e nos maduros da linhagem DR5-GUS,
indicando que houve reducéo da transcri¢do do gene responsivo para AlA para os frutos nesse
estadgio do desenvolvimento. Por outro lado, Al induziu a reducdo da atividade GUS nos
frutos das plantas da linhagem EBS-GUS no estagio de desenvolvimento de 5 mm, indicando
reducdo da transcricdo do gene responsivo para Eto nesta fase. E em fase de frutos maduros,
Al induziu elevacédo da atividade enzima GUS, demostrando aumento também na transcricéo
do gene responsivo para Eto nesta fase. Gillaspy et al. (1993) relataram aumentos no teor de
AIA em frutos de tomate na fase de maturacdo de forma semelhante para a producdo de Eto
em frutos climatéricos o que ndo foi observado nas plantas neste estudo.

Os resultados sugerem que o Al pode estar contribuindo para prolongamento do periodo de
amadurecimento dos frutos, e que uma regulacdo desses dois hormonios ocorre estimulada
pelo Al de forma sinalizadora ao estresse. Afinal a transcricdo do gene responsivo para AlA
permanece ao longo do desenvolvimento dos frutos sem grandes alteracdes, talvez por manter
o desenvolvimento da semente, enquanto a transcricdo do gene responsivo para Eto se reduz
muito na fase inicial do desenvolvimento e retornando no final da fase do amadurecimento
dos frutos. Esses resultados também podem indicar uma resposta sincronizada, porém

antagbnica desses dois hormdnios. Recentemente, Tobaruela et al. (2021) também relataram
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resposta antagénica em frutos de Micro-Tom quanto a avaliacdo da producdo de compostos
volateis na fase do amadurecimento. E Su et al. (2015) e Li et al. (2016) demonstraram que
AlA foi detectada atuando como um repressor do amadurecimento diferentemente do Eto que

tem a funcdo de promover a indugdo do amadurecimento dos frutos.

Conclusodes

Os resultados indicaram que linhagens transgénicas de Micro-Tom construidas com
promotores fusionados com o gene GUS para 0s hormonios auxina (pDR5::GUS) e etileno
(pEBS::GUS) apresentam alteracdes de crescimento e desenvolvimento da parte aérea e
radicular em consequéncia da toxicidade induzida por Al. Além disso, foi possivel observar
que os frutos das plantas submetidas ao aluminio apresentaram expressdo dos promotores dos
hormdnios AIA para p-DR5::GUS e Eto para p-EBS::GUS de forma antagdnica nos estagios
de desenvolvimentos avaliados, e a atividade da enzima B-glucoronidase foi mais elevada nos
frutos de 5 mm e maduros na linhagem DR5-GUS, enquanto que a atividade dessa enzima foi
maior para os frutos de 8 mm para a linhagem EBS-GUS, indicando que esses hormonios
podem sinalizar uma condicdo de estresse favorecendo o amadurecimento do fruto e o
prolongamento da formacdo da semente. Os resultados podem auxiliar com as pesquisas que
buscam o entendimento dos mecanismos de acdo do Al em plantas e como ocorre a adaptacéao
a condicdo do estresse, aléem de sugerir a incorporacao de genes ligados ao desenvolvimento
no melhoramento genético para obtencdo de plantas com melhor desempenho em solos com

elevada saturacdo por Al.
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Figura 3: (A) Area foliar (cm?), (B) comprimento total da raiz (cm), (C) didmetro das raizes (mm) e (D)
volume das raizes (cm®) das linhagens selvagem (WT), transgénicas para os horménios auxina (p-
DR5::GUS) e etileno (p-EBS::GUS) em cultivo de 0 e 300 uM Al. Os valores correspondem as médias
das amostras considerando Tuckey e P < 0,05. As letras mailsculas comparam os tratamentos das
linhagens dentro do tratamento de OuM Al e as letras minasculas comparam as linhagens dentro do

tratamento de 300uM Al.
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Figura 4: (A) Comprimento das raizes muito finas (8<0,5 mm) (cm), (B) comprimento das raizes
finas (0,5 mm< @ 2 mm) (cm), (C) comprimento das raizes grossas (& > 2 mm), (D) volume das
raizes muito finas (@<0,5 mm) (cm®), (E) volume das raizes finas (0,5 mm< @ 2 mm) (cm®), e (F)
volume das raizes grossas (@ > 2 mm) (cm3) das linhagens selvagem (WT), transgénicas para 0s
horménios auxina (p-DR5::GUS) e etileno (p-EBS::GUS) em cultivo de 0 e 300 uM Al. Os valores
correspondem as meédias das amostras considerando Tukey e P < 0,05. As letras maidsculas
comparam os tratamentos das linhagens dentro do tratamento de OuM Al e as letras mindsculas

comparam as linhagens dentro do tratamento de 300uM Al.



Tabela 2: Resumo da analise de variancia Two-Way para os parametros: Area foliar,
Comprimento total de raiz, didmetro das raizes, volume das raizes, comprimento das raizes
muito finas (2<0,5 mm) (cm), comprimento das raizes finas (0,5 mm< @ 2 mm) (cm),
comprimento das raizes grossas (& > 2 mm) (cm), volume das raizes muito finas (48<0,5 mm)
(cm®), volume das raizes finas (0,5 mm< @ 2 mm) (cm°), e volume das raizes grossas (@ > 2
mm) (cm®) das linhagens selvagem (WT), transgénicas para os horménios auxina (p-
DR5::GUS) e etileno (p-EBS::GUS) em cultivo de 0 e 300 uM Al, de acordo com o teste de
Tukey e P <0,05.

Fonte de variacao

Anélise de Linhagem X Linhagem Concentracéo de
Crescimento Concentragéo de Al g Aluminio
P valor
Area Foliar (cm2) 0,284 NS 0,1775 NS <0,0001 ****
Comprimento total 0,0727 NS 0,6477 NS <0,0001 *+++
da raiz (cm)
Diametro das raizes 0,8162 NS 0,3788 NS 0,0001 ***
(mm)
Volume das raizes 0,1950 NS 0,1225 NS <0,0001 ****
(cm3)
Comprimento de
raizes muito finas 0,306 NS 0,3978 NS <0,0001 ****

(9<0,5 mm) (cm)
Comprimento de
raizes finas 0,8891 NS 0,8178 NS <0,0001 ***
(0,5 mm< @ 2 mm)
Comprimento de

raizes grossas 0,7938 NS 0,1782 NS 0,0008 ***
(@ >2mm)
Volume das raizes
mais finas 0,3616 NS 0,4238 NS <0,0001 ****

(2<0,5 mm) (cm°)
Volume das raizes

finas "
(0,5 mm< @ 2 mm) 0,7246 NS 0,7336 NS <0,0001
(cm?)
Volume das raizes
grossas 0,9685 NS 0,6127 NS 0,0003 ***

(@ > 2 mm) (cm°)
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Figura 5: Imagens das plantas das linhagens selvagem (WT), transgénicas para 0s hormdnios auxina
(p-DR5::GUS) e etileno (p-EBS::GUS), com 35 em cultivo de 0 e 300 uM Al e 48 dias apds
germinadas (d.a.g.).



Figura 6: Raizes de plantas coradas com floroglucina. Linhagens: selvagem (WT): (A) e (B);
transgénica para o hormonio auxina (p-DR5::GUS): (C) e (D); e transgénica para o hormonio
etileno (p-EBS::GUS): (E) e (F):. Cultivadas com 0 uM Al (A, CeE)e 300 uM Al (B,DeF)e
110 dias ap6s germinadas (d.a.g.).
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Figura 7: Imagens de frutos da linhagem WT submetidos a técnica histoquimica para
identificacdo da enzima reporter B-glucoronidase (GUS) e atividade da enzima GUS expressa em
rmol de mu/min/mg de proteina. Frutos de plantas cultivadas com 0 uM Al (A, B e C) e Frutos de
plantas cultivadas com 300 uM Al (D, E e F). CL (Columela), EX (Exocarpo), M (Mesocarpo),
PD (Pedinculo), S (Semente), V (vasos). A barra de escala nas fotos corresponde a 1mm.
Aumento:10 x 0,8.
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Figura 8: Imagens de frutos da linhagem DR5-GUS submetidos a técnica histoquimica para
identificacdo da enzima reporter B-glucoronidase (GUS) e atividade da enzima GUS expressa em
rmol de mu/min/mg de proteina. Frutos de plantas cultivadas com 0 uM Al (A, B e C) e frutos de
plantas cultivadas com 300 uM Al (D, E e F). CL (Columela), EN (Endocarpo), EX (Exocarpo),
M (Mesocarpo), PD (Peddnculo), PL (Placenta), S (Semente), V (vasos). A barra de escala nas
fotos corresponde a Imm. Aumento:10 x 0,8.
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Figura 9: Imagens de frutos da linhagem EBS-GUS submetidos a técnica histoquimica para
identificacdo da enzima repoérter B-glucoronidase (GUS) e atividade da enzima GUS expressa em
rmol de mu/min/mg de proteina. Frutos de plantas cultivadas com 0 uM Al (A, B e C) e frutos de
plantas cultivadas com 300 uM Al (D, E e F). CL (Columela), EN (Endocarpo), EX (Exocarpo), M
(Mesocarpo), PD (Pedunculo), PL (Placenta), S (Semente), V (vasos). A barra de escala nas fotos
corresponde a 1mm. Aumento:10 x 0,8.
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Figura 10: Atividade da enzima p-glucoronidase (GUS) em frutos verdes de 5mm, 8mm e em
frutos maduros de plantas das linhagens: selvagem (WT) transgénica para o horménio auxina (p-
DR5::GUS) e transgénica para 0 hormonio etileno (p-EBS-GUS). Cultivadas com 0 e 300 uM Al.
Os valores correspondem as médias das amostras considerando Tukey e P <0,05.

Tabela 3: Resumo da anélise de variancia Two-Way para a atividade da enzima GUS para a
linhagem selvagem (WT); transgénica para o horménio auxina (p-DR5::GUS) e transgénica para

0 horménio etileno (p-EBS-GUS). Cultivadas com 0 e 300 uM All.

Fonte de variacao

o . Tratamento X Fase de Tratamentos: Fase de
At'V'daC:gSg enzima desenvolvimento Linhagem /[Al]  desenvolvimento
P valor

0,006 ** 0,0011 ** 0,0012 **




