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Resumo

A superficie terrestre apresenta, em sua composi¢do, aproximadamente 7% de aluminio (Al), na forma de
oxidos de aluminio ou aluminossilicatos, entretanto, sua disponibilidade é extremamente dependente do pH do
solo. O cerrado é um bioma que apresenta solos com pH baixo e possui grande quantidade de Al** disponivel;
dessa forma, a produgao vegetal pode se tornar limitada. Os vegetais possuem mecanismo para tolerar quantidades
excessivas de Al no solo; um dos mecanismos utilizados para esse propo6sito € a exsudagio de acidos orgénicos,
que sdo capazes de formar complexos com o Al*, e, assim, ele se torna indisponivel para as plantas. Uma vez
disponivel, o Al** pode afetar o metabolismo de nitrogénio (N), levando a perdas na produgdo. Portanto, este
estudo teve por objetivo avaliar o efeito do Al sobre compostos relacionados ao metabolismo de N em trés
espécies do género Urochloa (U. brizantha, U. decumbens ¢ U. humiducola). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 3 (com e sem Al e 3 espécies de Urochloa); a dose de Al*?
aplicada foi de 200 pmol.L' em solu¢do com pH de 4,5. Dentre as espécies avaliadas ndo foram observadas
alteracdes na concentracdo de compostos relacionados ao metabolismo de N em resposta ao Al*?, o que pode
sugerir a existéncia de mecanismos de adaptagdo que permitem a essas plantas manter o metabolismo de N
inalterado mesmo diante de situagdo de estresse.
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Abstract

Aluminum effect on nitrogenous compounds in Urochloa spp. Earth’s surface has, in its composition,
around 7% of aluminum (Al), in the form of aluminum oxides or aluminosilicates, however, its availability
is greatly dependent on soil pH. Cerrado is a biome presenting low pH soils and it has high amounts of Al
available; thus, plant production may become limited. Plants have mechanism to tolerate excessive amounts
of Al*%in soil; one of the mechanisms used for this purpose is the exudation of organic acids, which are able to
form complexes with A1, and, thus, it becomes unavailable to plants. Once available, Al* can affect nitrogen
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(N) metabolism, leading to production losses. Therefore, this study aimed to evaluate the effect of Al on
compounds related to N metabolism in 3 species from the genus Urochloa (U. brizantha, U. decumbens, and U.
humiducola). The experimental design was completely randomized in a 2 x 3 factorial scheme (with and without
AlP and 3 species of Urochloa); the dose of Al** applied was 200 umol.L"! in a solution with pH 4.5. Among
the species evaluated, no changes were observed in compound content concentrations related to N metabolism
as a response to Al*, something which may suggest the existence of adaptation mechanisms that allow these
plants to keep N metabolism unaltered even in face of a stressful situation.

Key words: Brazilian cerrado; Nitrogen; Stress indicators; Tolerance; Toxicity

Introducgao

O cerrado, um dos maiores biomas brasileiros,
possui solos acidos (BUOL, 2009), e essa condig¢ao
favorece a disponibilizagcdo de quantidades excessivas
de Al*, que ¢é fator limitante a produgdo de culturas
nesses solos (DELHAIZE; RYAN, 1995). O Al*
inibe o crescimento radicular, dessa forma prejudica
a exploracao do solo e a absor¢do de 4gua e nutrientes
(MEDA; FURLANI, 2005).

A tolerancia ao Al pode ocorrer por meio de dois
mecanismos que sdo amplamente conhecidos: exclusdo
do Al** absorvido ou armazenamento de modo quelado
(KOCHIAN et al., 2004) e ambos os mecanismos
permitem as plantas tolerarem o Al*do solo. A exposigdo
ao Al pode induzir a liberagdo de acidos organicos
que protegem as raizes contra o Al™ quelando esse
elemento na rizosfera e entao, culminando na formagao
de complexos ndo toxicos (RYAN et al., 2001). Espécies
que toleram altas concentragdes de Al geralmente usam
mais eficientemente o mecanismo de complexacao na
rizosfera em detrimento da acumulacio.

O N ¢ um elemento essencial ao crescimento
vegetal; e é absorvido do solo como nitrato, amdnia, ureia
ou aminoacidos (WILLIAMS; MILLER, 2001), sendo o
nitrato a forma preferencialmente absorvida. Bactérias
quimiossintetizantes dos géneros Nitrosomonas e
Nitrobacter oxidam amonia e nitrito, respectivamente,
e usam os elétrons provenientes dessa oxidagdo em seu
metabolismo. O Al pode causar efeitos drasticos na
assimilacdo de N em plantas (PAL’OVE-BALANG;
MISTRIK, 2011); o que leva ao declinio da concentracao
de nitrato na presenca de Al que, segundo Keltjens
e Vanulden (1987), ¢ devido a extrema inibi¢do da
absorcao do nitrato pelas raizes.

Revista Biotemas, 27 (3), setembro de 2014

Plantas do género Urochloa sdo originarias do
continente africano e foram introduzidas no Brasil.
Muitas espécies de Urochloa que foram introduzidas no
Brasil podem sair de controle e invadir areas cultivadas,
competindo com espécies nativas. As espécies mais
agressivas nesse quesito sdo: B. brizantha, B. decumbens,
B. humidicola e B. mutica. Sendo que as duas Ultimas
ocorrem frequentemente em lagos e sdo capazes de
eliminar totalmente a flora nativa.

Ja se sabe que essas espécies sao tolerantes a toxidez
do Al*?, mas ndo ha estudos acerca do funcionamento
do metabolismo de N em situag¢des de estresse por Al™;
e considerando a importancia econdmica desse género
para a produgdo animal, o presente estudo teve como
objetivo avaliar se ha diferencas quanto a influéncia do
Al no metabolismo do N entre as espécies de Urochloa
spp. estudadas.

Material e Métodos

Sementes de trés espécies de Urochloa (U.
brizantha, U. decumbens ¢ U. humidicola) foram
semeadas em tubetes contendo vermiculita, recebendo
agua destilada diariamente até a germinagdo. Apds a
germinacao, as plantulas receberam, em dias alternados,
solugdo nutritiva completa de Hoagland e Arnon (1950)
a 10% de forga idnica; 30 dias apds crescerem nos
tubetes, as plantulas foram transferidas para vasos com
capacidade de 1 L contendo vermiculita; a partir desse
momento as plantas passaram a receber 100 mL de
solugdo nutritiva completa de Hoagland e Arnon (1950)
a 50% de forga i6nica, em intervalos de dois dias até
atingirem o tamanho ideal para aplicagdo do tratamento.
A manutengao hidrica foi realizada diariamente.



Aluminio e metabolismo de nitrogénio em Urochloa spp. 35

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 2 x 3 (sem Al*
e com Al” e trés espécies de Urochloa) com trés
repetigdes bioldgicas individuais para cada tratamento.
Os tratamentos foram identificados como: T, (U.
brizantha sem A1), T, (U. brizantha com A1), T, (U.
decumbens sem Al”), T, (U. decumbens com Al”), T,
(U. humidicola sem A1?) e T (U. humidicola com A1)
A solugdo nutritiva acrescida de 200 pmol.L"' de Al
foi aplicada nos tratamentos T,, T, ¢ T,. Quatro dias
apos a aplicacdo dos tratamentos, folhas e raizes foram
coletadas e imediatamente congeladas em N, liquido para
caracterizacao bioquimica dos compostos de interesse.

A extragdo de proteinas soluveis totais foi realizada
utilizando-se solu¢do de hidroxido de sodio (NaOH) a 0,1
M na proporg¢ao de 1:10 (m/v). Apos a homogeneizagao,
a mistura foi centrifugada e o sobrenadante foi coletado
e armazenado em freezer para posterior quantificacao
proteica.

Compostos nitrogenados foram extraidos segundo
o método descrito por Bieleski e Turner (1966) usando
solugdo de metanol, cloroformio e agua (MCW)
na propor¢ao de 12:5:3 (v/v/v), respectivamente. A
extragao foi realizada homogeneizando os tecidos em
solugdo MCW na proporg¢do 1:10 (m/v), o material ja
homogeneizado foi centrifugado durante 15 minutos a
3000 rpm. A cada 1 mL de sobrenadante recuperado foi
adicionada 0,25 mL de cloroférmio e 0,67 mL de agua
destilada, e entdo essa mistura foi agitada vigorosamente
e deixada em repouso a 4°C durante 24 h; entdo a
fase aquosa/metanolica foi coletada e utilizada para
quantificacdo de aminoacidos soluveis totais, nitrato,
ureideos totais e acido alantoico.

A quantificagdo de proteinas soluveis totais foi
realizada de acordo com o método proposto por Bradford
(1976), usando albumina sérica bovina (BSA) como
padrdo para construgao da curva analitica. A quantificagao
de aminodacidos soltiveis totais foi realizada de acordo com
0 método proposto por Yemm e Cocking (1955), usando
glicina como padrdo para constru¢ao da curva analitica.
A quantificagdo de nitrato foi realizada pelo método
proposto por Cataldo et al. (1975), usando nitrato de
potéssio como padrao para construgao da curva analitica.
A quantificacdo de ureideos totais e acido alantoico foi

realizada pelo método proposto por Vogels e Van der Drift
(1970), usando alantoina como padrao para construcao da
curva analitica. A quantificagdo de alantoina foi realizada
calculando-se a diferenca entre a concentragao de ureideos
totais e a concentracao de acido alantoico.

A analise estatistica foi realizada por meio do
software SISVAR®, e as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade

Resultados e Discussao

Alguns autores tém avaliado a resposta de grande
variedade de plantas expostas ao Al™ (CRUZ et al.,
2011; MACEDO et al., 2011), entretanto, poucos tém
usado abordagens com caracteriza¢ao bioquimica sobre
o estresse ocasionado por esse elemento. Avaliagdes
das concentragdes de diversos compostos mostram que
alguns metabolitos ndo foram afetados pela presenca de
Al nas espécies de Urochloa estudadas. As trés espécies
apresentaram concentragdes similares de nitrato em
folhas, enquanto que em raizes U. brizantha aprensetou
concentracao menor que U. decumbens e U. humidicola
(Figural Ae 1 B).

As observagdes acerca da concentracdo de nitrato
em raizes e folhas nos permitem sugerir que nessas
espécies a enzima redutase do nitrato pode ndo ser
diretamente influenciada pela presenga de Al ou ainda,
pode sugerir mecanismo relacionado a assimilagdo
de N que pode conferir tolerancia a essa via; e apesar
da similaridade das respostas entre as espécies ainda
sd0 necessarios mais estudos para compreendermos o
possivel mecanismo atuante e se 0 mesmo ¢ igual ou
similar entre as espécies do grupo. Esses resultados
podem estar relacionados a resposta diferenciada da
enzima redutase do nitrato, que geralmente apresenta
sensibilidade ao Al**, como ja demonstrado por alguns
autores (JUSTINO et al., 2006; CRUZ et al., 2011).

A concentracdo de aminoacidos e proteinas soluveis
totais sdo parametros bioquimicos confiaveis que indicam
a condicdo fisiologica das plantas em diversas situagdes
de estresse que essas podem estar sujeitas (AZMAT;
KHAN, 2011). Cruz et al. (2011) observaram que a
presenga do Al ocasiona a diminuigdo da concentragao
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FIGURA 1: Concentragdo de nitrato (umol.g"! de massa fresca) em folhas (A) e raizes (B) de trés espécies de Urochloa na auséncia e
presenga de Al™. Letras minusculas comparam as médias entre as espécies na auséncia e presenga de Al letras maitsculas
comparam a resposta de cada espécie individualmente na auséncia e presenga de Al*. Letras iguais ndo diferem pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.
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de aminodacidos e proteinas soliiveis totais em plantas de
sorgo, mostrando que a presenga desse elemento pode,
de fato, limitar o desenvolvimento vegetal. Entretanto,
os resultados do presente trabalho demonstram que nas
espécies de Urochloa estudadas ndo houve alteracdes na
concentracao de aminoacidos e de proteinas em plantas
expostas ao Al (Figura2 Ae 2 B) e (Figura3 Ae 3
B), sendo que as diferencas observadas na concentragao
proteica foram apenas entre as espécies, sugerindo
que a disponibilidade destes compostos pode variar
dependendo da espécie, e que espécies tolerantes podem
ndo apresentar decréscimo nas concentracdes desses

compostos mantendo assim a homeostase metabolica.
E interessante observar que plantas do género Urochloa
sdo usadas como pasto para criagdo de diversos animais,
assim a sua capacidade de crescer em solos acidos reflete
diretamente na possibilidade de expansdo pecuaria de
regides ricas em solos acidos.

Foi possivel observar diferencas na concentragdo
de ureideos totais apenas entre as espécies, mas nao em
fungdo do Al7; sendo que raizes foram os 6rgdos que
apresentaram maiores quantidades desses compostos
(Figura 4 A e 4 B).

FIGURA 2: Concentragdo de aminoacidos soluveis totais (umol.g"! de massa fresca) em folhas (A) e raizes (B) de trés espécies de
Urochloa na auséncia e presenca de Al™. Letras minusculas comparam as médias entre as espécies na auséncia e presenga de
Al"3; letras maitisculas comparam a resposta de cada espécie individualmente na auséncia e presenga de Al”. Letras iguais

ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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FIGURA 3: Concentragdo de proteinas soltveis totais (mg g de massa fresca) em folhas (A) e raizes (B) de trés espécies de Urochloa na
auséncia e presenca de Al*. Letras mintsculas comparam as médias entre as espécies na auséncia e presenca de Al*3; letras
maiusculas comparam a resposta de cada espécie individualmente na auséncia e presenga de Al*. Letras iguais ndo diferem
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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FIGURA 4: Concentragéo de ureideos totais (umol.g! de massa fresca) em folhas (A) e raizes (B) de trés espécies de Urochloa na auséncia
e presenca de A1, Letras mintsculas comparam as médias entre as espécies na auséncia e presenca de Al™3; letras maitisculas
comparam a resposta de cada espécie individualmente na auséncia e presenca de Al™. Letras iguais ndo diferem pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.
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Essa observacdo pode ser fator indicativo sobre a
existéncia de alteracdes no metabolismo dessa classe
de composto na presenga de Al** além de mostrar que
a resposta ¢ diferente entre as espécies; entretanto
ha necessidade de estudos mais aprofundados para
estabelecermos o grau de envolvimento dessa classe de
compostos na adapta¢ao ao estresse ocasionado pelo Al™.

Os ureideos investigados no presente estudo, acido
alantoico e alantoina, sdo compostos nitrogenados que,
geralmente, estdo associados a fixagdo biologica de N
em plantas leguminosas (AMARANTE; SODEK, 2006).
Entretanto, esses compostos vém sendo detectados em
plantas ndo leguminosas e sua producdo pode estar
relacionada a degradacdo de purinas, como relatado
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por Todd et al. (2006). Adicionalmente, o acumulo
desses compostos pode estar diretamente relacionada a
aquisicao de tolerancia em situagdes estressantes, como
tem sido reportado por alguns autores (SINCLAIR et
al., 2003; PURCELL et al., 2004; KING; PURCELL,
2005). Portanto, o fato de ndo observarmos nenhuma
alteragdo significativa nessa classe de compostos (Figura
5Ae5B)e (Figura 6 Ae 6 B) em resposta ao Al pode
indicar estabilidade metabodlica e sugerir mecanismo
de adaptag@o que esteja relacionado a esses compostos.

L. A. Souza et al.

Diante do exposto, pode-se concluir que a
estabilidade metabodlica da classe de compostos
avaliados frente ao estresse imposto pela presenca de Al™
permite sugerir que as espécies estudadas apresentaram
boa capacidade de crescimento em solos acidos, em
grande parte pela capacidade de utilizar normalmente
o N disponivel no solo mesmo sobre o forte estresse
ocasionado pela presenga do Al*™.

FIGURA 5: Concentragéo de acido alantoico (umol.g™' de massa fresca) em folhas (A) e raizes (B) de trés espécies de Urochloa na auséncia
e presenca de A1, Letras minasculas comparam as médias entre as espécies na auséncia e presenca de Al™3; letras maitsculas
comparam a resposta de cada espécie individualmente na auséncia e presenga de Al™. Letras iguais ndo diferem pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.
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FIGURA 6:

Concentragéo de alantoina (umol.g"! de massa fresca) em folhas (A) e raizes (B) de trés espécies de Urochloa na auséncia e

presenga de Al". Letras minfisculas comparam as médias entre as espécies na auséncia e presenga de Al*3; letras maiusculas
comparam a resposta de cada espécie individualmente na auséncia e presenga de Al™. Letras iguais ndo diferem pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.
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