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RESUMO

CARVALHO JUNIOR, Wellington Geraldo Oliveira, M. Sc. Universidade
Federal de Vigosa, julho de 2012. Avaliagao de técnicas de
histolocalizagdao do aluminio em folhas de espécies de Cerrado.
Orientadora: Aristéa Alves Azevedo.

As técnicas de histolocalizagdo sado ferramentas importantes para o
entendimento das estratégias de acumulo de aluminio em espécies vegetais
com ocorréncia em solos acidos, condigdo comum no Cerrado. Objetivou-se
identificar a presenga dessa estratégia em espécies de Cerrado, detectar e
quantificar os sitios de acumulo, testando a eficiéncia de cinco reagentes
(aluminon, azurine, chrome azurol S, hematoxilina e pirocatecol violeta) e
duas técnicas de processamento (sem inclusdo e com inclusdao em
metacrilato), além de avaliar a presenga de aluminio nos sitios de acumulo
de compostos fendlicos. Amostras foliares de nove espécies selecionadas
foram submetidas a quantificacdo de aluminio. Para estudo anatdmico, os
fragmentos foram fixados em FAAs5q e seccionados transversalmente, sem e
com inclusdo em metacrilato. Os cortes foram submetidos aos reagentes
para deteccdo de aluminio e compostos fendlicos. Entre as espécies
estudadas, Miconia albicans, Palicourea rigida, Qualea grandiflora, Salvertia
convallariodora e Symplocos nitens podem ser consideradas acumuladoras
de aluminio, sendo notada variacido no teor do elemento de 1 292,0 a 4
852,4 mg.kg”. No entanto, ndo ha relagdo entre o teor de aluminio e a
intensidade da reacgao conferida pelos reagentes, bem como do numero de
sitios evidenciados. As paredes pecto-celulésicas e os cloroplastos sao os
principais sitios de acumulo. Além de mais eficazes, a hematoxilina, o
chrome azurol S e o pirocatecol violeta fornecem resultados mais
homogéneos, sendo mais indicados para uso. A inclusdo em metacrilato ndo
prejudicou a histolocalizacdo do aluminio. Das espécies acumuladoras de
aluminio, somente P. rigida ndo possui compostos fendlicos. Nas demais
espécies, os sitios de acumulo de compostos fendlicos diferem dos do
aluminio, sugerindo a nao complexagao entre essas substancias nas

especies estudadas.
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ABSTRACT

CARVALHO JUNIOR, Wellington Geraldo Oliveira, M. Sc. Universidade
Federal de Vigosa, July, 2012. Analysis of histolocalization techniques of
aluminum in leaves of Cerrado species. Advisor: Aristéa Alves Azevedo.

Histolocalization techniques are important tools for understanding the
accumulation strategies of aluminum in plant species occurring in acid soils,
a common condition in Cerrado. The objective of this work was to identify the
presence of this strategy in Cerrado species, detect and quantify the sites of
accumulation, testing the effectiveness of five reagents (aluminon, azurine,
chrome azurol S, hematoxylin and pyrocatechol violet) and two processing
techniques (without inclusion and with inclusion in methacrylate), and to
evaluate the presence of aluminum at the site of accumulation of phenolic
compounds. Leaf samples of nine selected species were subjected to
quantification of aluminum. For anatomical study, the fragments were fixed in
FAAso and sectioned, with and without inclusion in methacrylate. The
sections were submitted to reagents for detection of aluminum and phenolic
compounds. Among the studied species Miconia albicans, Palicourea rigida,
Qualea grandiflora, Symplocos nitens and Salvertia convallariodora can be
considered as aluminum-accumulating species, with a variation in the content
of the element from 1 292.0 to 4 852.4 mg.kg™". However, there is no relation
between the content of aluminum and the intensity of the response afforded
by the reagents and the number of sites shown. The pectin-cellulosic walls
and chloroplasts are the main sites of accumulation. Besides being more
effective, hematoxylin, chrome azurol S and pyrocatechol violet provides
more homogeneous results, being more suitable for use. The inclusion in
methacrylate did not harm aluminum histolocalization. Among aluminum-
accumulating species, only P. rigida does not present any phenolic
compounds. In the other species, the sites of accumulation of phenolic
compounds differ from those of aluminum, not suggesting the complexation

of these substances in the studied species.
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1. INTRODUCAO

O aluminio, metal mais abundante e terceiro elemento quimico mais
comum na crosta terrestre, ocorre na litosfera, em sua maioria, em formas
nao-fitotoxicas, como aluminosilicatos e oOxidos de aluminio (WILLIANS,
1999). No entanto, em solos acidificados o aluminio pode se solubilizar,
tornando-se potencialmente toxico para muitas espécies de plantas,
principalmente as sensiveis a baixas concentragbes desse elemento
(KOCHIAN, 1995; VITORELLO et al., 2005).

O Cerrado, bioma que se estende por cerca de dois milhdes de
quildmetros quadrados e ocupa 22% do territério brasileiro, é caracterizado
por diferentes fitofisionomias (campo limpo, campo sujo, campo cerrado,
cerrado sensu stricto e cerradao) sobre solos, em sua maioria, distroficos,
com baixos valores de pH, baixos teores de calcio e magnésio e alto teor de
aluminio (FURLEY e RATTER, 1998; OLIVEIRA-FILHO e RATTER, 2002).
Ha de se esperar, portanto, que a maioria das espécies nativas desse bioma
seja resistente a esse metal utilizando estratégias de n&o absorver o Al
(exclusoras) ou de absorver e acumular nos tecidos sob uma forma nao
téxica (acumuladoras) (OLIVEIRA-FILHO e RATTER, 2002). Varias espécies
de Cerrado foram relatadas como acumuladoras de aluminio (HARIDASAN,
1982; 1988; MEDEIROS e HARIDASAN, 1985) e representam grande
porcentagem em uma determinada fitofisionomia, dada a vantagem
competitiva que essas plantas apresentam em relagcdo as demais
(HARIDASAN, 2008).

As plantas acumuladoras de aluminio sao aquelas que estocam mais
de 1000 ppm (mg.kg™”) nas folhas, em contraste com a maioria das plantas
que possuem menos de 300 mg.kg' de aluminio em seus tecidos foliares
(CHENERY, 1948). O estudo da localizagao do aluminio no corpo vegetal é
importante para o entendimento da estratégia de tolerancia ao metal, visto
que algumas espécies acumuladoras apresentam padrdo diferenciado de
distribuicdo interna de aluminio, tanto ao nivel tecidual, quanto ao nivel
celular (HARIDASAN et al., 1986; WATANABE et al., 1998; BRITEZ et al.,
2002; SHEN et al., 2002; CARR et al., 2003; ANDRADE et al., 2011), e é



provavel que esses padrbes estejam correlacionados com diferentes
mecanismos de tolerancia. Dessa forma, torna-se essencial a identificagcao
dos sitios de acumulo do aluminio em diferentes espécies acumuladoras.

Varios reagentes tém sido utilizados para a detecgao de aluminio nos
tecidos vegetais, como o aluminon (acido aurintricarboxilico amoniaco)
(CHENERY, 1948; HARIDASAN et al., 1986; HARIDASAN, 2008), o chrome
azurol S (KUKACHKA e MILLER, 1980; WEHR et al., 2010), a hematoxilina
(ANDRADE et al., 2011) e o pirocatecol violeta (WATANABE et al., 1998;
BRITEZ et al., 2002; WATANABE e OKADA, 2005). Em tecidos animais
comumente utiliza-se solochrome azurine (azurine B ou chrome azurol B) na
localizacéo de aluminio (DENTON et al., 1984; FERNANDEZ-MARTIN et al.,
1996), entretanto em tecidos vegetais o reagente foi pouco testado
(DENTON E OUGHTON, 1993). O chrome azurol S, o solochrome azurine e
o aluminon pertencem a mesma classe de corantes, os hidroxitrifeniimetanos
ou acidos rosolicos, derivados do trifenilmetano e ndo sdo muito utilizados
como corantes, tendo maior importancia como indicadores acido-base
(LILLIE, 1977). A hematoxilina por sua vez & enquadrada na classe dos
corantes naturais, podendo ser extraida do lenho de Haematoxylon
campechianum (Fabaceae) e utilizada, na auséncia de mordente metalico,
como reagente para histolocalizacdo de metais (LILLIE, 1977).

Para o estudo de histolocalizagado de aluminio, € comum o uso de um
unico reagente para deteccdo dos sitios de acumulo (HARIDASAN et al.,
1986; WATANABE et al., 1998; BRITEZ et al., 2002; ANDRADE et al., 2011).
No entanto, o emprego de um unico reagente pode sub ou superestimar o
numero de sitios e/ou a intensidade da reacao de acordo com a afinidade do
reagente, tornando essenciais abordagens mais amplas, com uso de
diferentes reagentes e analise comparada. Em estudos histoquimicos a
pratica de aplicagdo de mais de um teste € recomendada, de modo que
resultados falsos positivos e/ou negativos possam ser evitados.

Além do tipo de reagente, diferentes técnicas de processamento tém
sido empregadas. Em alguns estudos, as amostras ndao sao incluidas
(WATANABE et al.,, 1998; BRITEZ et al.,, 2002), sendo diretamente
seccionadas em microtomo com uso de um suporte como isopor ou peciolo

de embauba. Contudo, a inclusdo das amostras tém sido adotada por

2



autores como Andrade et al. (2011), que utilizaram paraplast como meio de
inclusdo. Partindo-se do pressuposto que diferentes tipos de processamento
possam influenciar nos resultados de trabalhos de histolocalizagdo, a
comparacgao de diferentes técnicas assumem papel relevante. Atualmente as
historesinas, em especial o etileno-glicol-metacrilato, vem sendo
amplamente utilizadas, como meio de inclusdo em estudos de Anatomia
Vegetal, por possibilitarem a obtencdo de secgdes mais delgadas, em
comparagao com os outros métodos. Entretanto, ndo foram encontrados na
literatura dados sobre os efeitos dessa técnica na histolocalizacdo do
aluminio.

As espécies de Cerrado comumente possuem expressivo teor de
compostos fendlicos em suas folhas (MARQUIS et al., 2002; BIERAS e
SAJO, 2009). Em geral, esses compostos estdo associados a estratégias de
defesa contra patégenos e herbivoros (NICHOLSON e HAMMERSCHMIDT,
1992; SILVA e BATALHA, 2011) e ainda as propriedades medicinais dessas
plantas (HIRUMA-LIMA et al., 2006). Considerando-se a possivel quelagao
do aluminio pelos compostos fendlicos, como mecanismo de desintoxicacio
interna (NAGATA et al., 2002), torna-se relevante investigar a ocorréncia e
distribuicao desses compostos em plantas acumuladoras de aluminio.

Diante do exposto, objetivou-se identificar, dentre as espécies
vegetais selecionadas, a presenga da estratégia de acumulo de aluminio e
os sitios de acumulo nas espécies acumuladoras; avaliar a eficiéncia dos
reagentes e das técnicas adotadas na histolocalizacdo desse elemento; e
verificar se ha superposicao entre os sitios de acumulo de compostos
fendlicos e de aluminio.

Serao testadas as hipdteses de que o tipo de reagente utilizado e a
técnica de processamento das amostras influenciam na quantidade de sitios
detectados e na intensidade da reacdo e de que o aluminio acumulado
esteja complexado com os compostos fendlicos.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao das plantas

Foram selecionadas nove espécies vegetais, a saber, Magonia
pubescens A. St.-Hil. (Sapindaceae), Miconia albicans (Sw.) Steud.
(Melastomataceae), Palicourea rigida Kunth (Rubiaceae), Pera glabrata
(Schott) Poepp. ex Baill. (Euphorbiaceae), Qualea grandiflora Mart.
(Vochysiaceae), Salvertia convallariodora A. St.-Hill. (Vochysiaceae),
Siparuna guianensis Aubl. (Siparunaceae), Symplocos nitens (Pohl) Benth.
(Symplocaceae) e Terminalia argentea Mart. (Combretaceae). A selegao foi
realizada utilizando-se os critérios de maior abundéncia dentre
levantamentos floristicos executados no bioma Cerrado (RATTER et al.,
2003) e na area especifica selecionada para coleta (NERI et al., 2012), a
citagdo de algumas dessas espécies como acumuladoras de aluminio
(HARIDASAN et al., 1986) e a prospeccao inicial a campo, via detecgao de
acumulo de aluminio em folhas e caules de varias espécies vegetais,
utilizando o reagente chrome azurol S 0,5% (IAWA COMMITTEE, 1989).

As plantas foram coletadas em novembro de 2010 na Floresta
Nacional (FLONA) de Paraopeba-MG (19°20’S, 44°20'W), com altitude
variando de 740 a 760 metros e area aproximada de 200 hectares (FIG. 1A).
O clima da regiao é tropical, com verbées chuvosos e invernos secos, tipo Aw
de Kdeppen (1948). A vegetacgao é tipica do bioma Cerrado, sendo que as
fitofisionomias variam desde formas savanicas (Cerrado sensu stricto) até os
cerraddes. A area selecionada para coleta das espécies vegetais €
caracterizada pela presenca de Cerrado sensu stricto sobre cambissolo
haplico Tb distréfico (NERI et al., 2012).

2.2, Determinagéo do teor de Al nos tecidos foliares

Folhas totalmente expandidas do terceiro nd, a partir do apice
caulinar, foram coletadas e secas em estufa de ventilagao forgada, a 70°C,
por aproximadamente 78 horas, para quantificacdo do teor de aluminio.

Foram amostrados trés individuos adultos de cada espécie selecionada.



Apds secagem, as folhas foram trituradas em moinho tipo Wiley (3383-L10,
Thomas Scientific, EUA), sendo as amostras (0,5g) adicionadas a tubos
contendo solugédo nitroperclérica (2:1) e submetidas a pré-digestdo a
temperatura ambiente (TEDESCO et al., 1995). Os teores de aluminio foram,
entdo, determinados utilizando espectrdmetro de absor¢cdo atdbmica
(SPECTRaA 55B, Varian Techtron, Victoria, Australia), no Laboratério de
Analise Foliar do Departamento de Solos da Universidade Federal de

Vigcosa.

2.3. Histolocalizagao do Al e dos compostos fendlicos

Para os estudos de histolocalizacdo foram selecionadas folhas
totalmente expandidas do terceiro nd, a partir do apice caulinar, de trés
individuos adultos de cada espécie. Foram retirados fragmentos da nervura
mediana e da regido entre a margem e a nervura, no ter¢co médio da folha.
Apos fixacdo em FAA (formaldeido - acido acético - etanol 50%, 1:1:18), por

48 horas, as amostras foram estocadas em etanol 70%.

2.3.1. Histolocalizagao do Al

Para verificar a influéncia da técnica de processamento das amostras
na detecgao de aluminio, foram adotados dois procedimentos: sem inclusao
e com inclusdo em historesina (etileno-glicol-metacrilato, Historesin, Leica).
No procedimento sem inclusdo, secgdes transversais foram obtidas em
micrétomo de mesa (modelo LPC, Rolemberg e Bhering Comércio e
Importacao Ltda, Belo Horizonte, Brasil) a partir de metodologia usual. Para
inclusdo, os fragmentos foliares foram desidratados em série etandlica e
apos infiltracdo, incluidos em historesina. As seccgdes transversais, com 7
Mm de espessura, foram obtidas em microtomo rotativo de avancgo
automatico (modelo RM2155, Leica Microsystems, Deerfiels, lllinois, USA).

Os reagentes utilizados para detecgdo de aluminio (TAB. 1) e a
coloragao da reacao positiva para este elemento estdo na Tabela 1.

A avaliagdo da eficiéncia dos cinco reagentes testados foi baseada

em dois critérios:



a) intensidade de reagdo, de acordo com a seguinte escala: ++
(reacao positiva forte), + (reagéo positiva fraca) e — (reagao negativa);

b) numero de sitios de acumulo de aluminio: considerando as
substancias ergasticas, tipos e/ou estruturas celulares da epiderme, tecidos

fundamentais e vasculares como possiveis sitios de acumulo.

TABELA 1. Reagentes utilizados para detecgdo do aluminio nas amostras
foliares vegetais e coloragdes obtidas quando da presenca do elemento em
contato com o reagente.

Coloragao positiva para

Reagente aluminio Referéncia
Aluminon 0,1% Vermelho Haridasan et al. (1986)
Chrome azurol S 0,5% Azul Kukachka e Miller (1980)
Hematoxilina 0,2% Roxo Andrade et al. (2011)
Pirocatecol violeta 0,02% Azul claro Watanabe et al. (1998)
Solochrome azurine 1% Azul Denton e Oughton (1993)

O preparo dos reagentes seguiu as etapas discriminadas abaixo.

O aluminon (acido aurintricarboxilico amoniaco) foi preparado a
0,1%, em tampao acetato de amoénio a 3,2N, pH 5,2 (24,64 g de acetato/100
mL de solugdo e 10 mL de HCI 32%), sob temperatura de 60 a 80°C. Apéds
fitragem do reagente, também sob temperatura de 60 a 80°C, as seccdes
foliares foram submetidas a solugdo de aluminon por 60 minutos e,
posteriormente, lavadas em agua destilada por 5 minutos em temperatura
ambiente (HARIDASAN et al., 1986).

O chrome azurol S foi preparado a 0,5% (0,5 g de chrome azurol S e
5,0g de acetato de sédio, completando o volume para 100 mL com agua
destilada). As seccdes foliares foram submetidas a essa solugédo por 60
minutos (KUKACHKA e MILLER, 1980).

A hematoxilina foi preparada a 0,2%, utilizando-se 0,2 g de
hematoxilina e 0,02 g de 103K (iodato de potassio), completando o volume
para 100 mL com agua destilada. As secgdes foliares foram submetidas a
solugao por 40 minutos, sendo, posteriormente, lavadas em agua destilada

por 2 minutos. Quando em historesina, a diferenciacido em etanol 95% fez-se



necessaria para eliminagdo do excesso da solu¢do do reagente (ANDRADE
et al., 2011).

O pirocatecol violeta foi preparado a 0,02%, utilizando-se 0,02 g de
pirocatecol violeta em tampéo 2,5% hexamina-NH4OH (pH 6,2). O preparo
dessa solugado tampéo foi feito mediante prévio preparo de solugado estoque
de tampdo hexamina a 15%, dissolvendo 75 g de hexamina em agua
deionizada (aproximadamente 400 mL), adicionando-se 16 mL de hidroxido
de amoénio e ajustando-se o pH para 6,2 com solugdo de HCI 5M.
Completou-se o volume para 500 mL com agua deionizada e conservou-se a
solugdo em geladeira. A diluicdo com agua deionizada para 2,5% faz-se
necessaria somente no momento do preparo da solucao final. As secgdes
foliares eram, entdo, submetidas ao reagente por 15 minutos, sendo, em
seguida, lavadas em tampéo 2,5% hexamina-NH;OH (pH 6,2) (WATANABE
et al., 1998).

O solochrome azurine foi preparado a 1% em pH 5,0, utilizando 1 g de
solochrome azurine para 100 mL de solugdo em agua destilada. Para ajuste
do pH, utilizou-se solugéo de acido acético a 25% (v/v) em agua destilada.
As seccbes foliares permaneceram por 60 minutos no reagente e, em
seguida, foi realizada a diferenciagdo em alcool etilico 95% por 5 minutos
(DENTON e OUGHTON, 1993).

2.3.2. Histolocalizagdao dos compostos fendlicos

Para detecgao de compostos fendlicos nas espécies acumuladoras e
para a analise da complexacado desses compostos com o aluminio, parte das
amostras foi fixada em solugcao de sulfato ferroso a 10% em formalina 4%,
(JOHANSEN, 1940). Outra parte das amostras foi submetida a metanol,
durante 48 horas, e, em seguida, imersa em solugdo de sulfato ferroso a
10% em formalina 4%, como controle do teste para compostos fendlicos e
para extragdo da clorofila, a fim de eliminar a interferéncia desse pigmento
na possivel localizagdo do aluminio nos cloroplastos.

Para deteccdo de compostos fendlicos, a mesma metodologia de

inclusdo em historesina foi adotada. Apds as reagdes histoquimicas, as



ldaminas foram montadas em agua destilada para observagdo e
documentagao.

Laminas histoldgicas obtidas do controle do teste para deteccdo de
fendlicos foram submetidas aos reagentes utilizados na deteccédo de
aluminio para comparacao dos sitios de acumulo. A analise do material em
microscopia de luz e a captura de imagens foram realizadas no Laboratorio
de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade
Federal de Vigosa, utilizando-se microscépio modelo Olympus AX70TRF
(Olympus Optical, Téquio, Japédo) com sistema U-Photo e camera digital
acoplada (modelo Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc, New
York, USA).



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Identificagdo de espécies acumuladoras e teor de aluminio em
espécies de Cerrado

Tanto o teste de prospecgao em campo, quanto as analises de teor de
aluminio (FIG. 2), demonstraram que cinco dentre as nove espécies
avaliadas sdo acumuladoras (FIG. 1B-D), de acordo com o critério proposto
por Chenery (1948), ja que apresentaram teores acima de 1000,0 mg.kg™.
Dentre essas, Miconia albicans, Palicourea rigida e Qualea grandiflora ja
haviam sido identificadas como acumuladoras (HARIDASAN, 1982;
MEDEIROS e HARIDASAN, 1985; OLIVARES et al., 2010; ANDRADE et al.,
2011), ao contrario de Salvertia convallariodora e Symplocos nitens.

Para M. albicans, o teor de aluminio detectado foi inferior aos
anteriormente relatados para espécie. Teores entre 6250,0 mg.kg”
(HARIDASAN e ARAUJO, 1988) e 11000,0 mg.kg”' (MEDEIROS e
HARIDASAN, 1985) foram detectados, o que pode ser consequéncia direta
das diferengas do tipo de solo entre os pontos de coleta e do estadio de
desenvolvimento das folhas, embora a coleta das amostras tenha sido
padronizada.

Em P. rigida, o teor de aluminio detectado (FIG. 2) foi inferior a
metade do observado por Haridasan (1982), onde as amostras
apresentaram teor médio equivalente a 9910,0 mg.kg™. Em Q. grandiflora, o
teor de aluminio observado pelo mesmo autor foi quase quatros vezes maior
do registrado no presente estudo. Ainda para Q. grandiflora, Andrade et al.
(2011) registraram aumento no teor de 3900,0 para 5000,0 mg.kg™,
verificando que quanto mais velhas as folhas, maior o teor de aluminio
acumulado. Adicionalmente, Medeiros e Haridasan (1985) observaram, nos
mesmos individuos de P. rigida, teores mais elevados de aluminio em folhas
maduras em comparacdo com folhas jovens. Esses mesmos autores
afirmam que a variagdo sazonal na concentragao de aluminio, entre folhas
jovens e maduras, € bem mais proeminente entre as espécies nao-

acumuladoras. Na presente pesquisa, as amostras foram coletadas em uma



Unica época, novembro de 2010, e em uma unica area, FLONA de
Paraopeba, sendo importante, com base no discutido anteriormente, que
futuros trabalhos possam vir a contribuir no sentido de fazer amostragens ao
longo do ano, em diferentes estacdes, em folhas de diferentes estadios de
desenvolvimento e em solos distintos para avaliar se ha variacao
significativa no teor de aluminio dependendo destes fatores.

No presente estudo, as espécies nao-acumuladoras de aluminio,
como Magonia pubescens (FIG. 1E), apresentaram teores médios entre 19,3
e 208,0 mg.kg™” (FIG. 2), corroborando o relatado por Haridasan (1982) para
espécies que ndo acumulam esse elemento. Entretanto, os teores de
aluminio encontrados para Terminalia argentea, Magonia pubescens e
Siparuna guianensis, estdo abaixo do registrado na literatura para espécies
de Cerrado, entre 150,0 e 200,0 mg.kg” (HARIDASAN, 1982). De acordo
com o mesmo autor, dentre as espécies nao-acumuladoras de aluminio,
aquelas que se desenvolvem em solos acidos, como as de Cerrado em
geral, apresentam teores de aluminio em seus tecidos mais elevados que
aquelas que se desenvolvem em solos nao-acidos. Entretanto, o presente
estudo mostra que nem sempre essa afirmacao é valida, tendo-se em vista
que teores muito baixos, como aqueles obtidos em T. argentea, M.
pubescens e S. guianensis, podem ser encontrados mesmo em espécies

vivendo sobre solos acidos.

3.2. Histolocalizagao do aluminio acumulado

Em M. pubescens, P. glabrata (FIG. 3A-B), S. guianensis e T.
argentea (FIG. 3C-D), todos os testes para evidenciar o aluminio acumulado,
independente da modalidade de processamento, bem como do reagente
utilizado, foram negativos, ou seja, ndo apresentaram coloragao tipica para
reagao do aluminio com o reagente utilizado. Nas espécies acumuladoras de
aluminio, os testes para histolocalizagdo do aluminio foram positivos (FIG.
3F-H), e sao inéditos para S. convallariodora e S. nitens. Porém, existem
diferengcas em relagdo ao numero de sitios de acumulo e a intensidade da
reagcado de acordo com a espécie, reagente e/ou técnica de processamento
(TAB. 3-7).
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Os principais sitios de acumulo evidenciados foram as paredes
celulares de natureza pecto-celulésica da epiderme (FIG. 4A-B-D), do
colénquima (FIG. 4B), do floema (FIG. 4C), dos parénquimas lacunoso (FIG.
4D), palicadico (FIG. 4E) e fundamental (FIG. 4F-G-H). Dados que
corroboram aqueles relatados por Haridasan et al. (1986), Cuenca et al.
(1991), Watanabe et al. (1998), Britez et al. (2002) e Andrade et al. (2011),
em demais espécies ndo necessariamente pertencentes ao bioma Cerrado,
mas que crescem naturalmente em solos acidos, principalmente no tocante
a constante presenca de aluminio nas paredes celulares da epiderme. Em
Richeria grandis nao houve acumulo no floema e no parénquima lacunoso,
no entanto Cuenca et al. (1991) relatou reacéo positiva para os elementos
de vaso, ao contrario do observado nas espécies do presente estudo, onde
nao foi observado o acumulo de aluminio em paredes lignificadas.

Os resultados obtidos neste trabalho quanto a afinidade do aluminio
por paredes pecto-celulésicas corroboram os dados relatados na literatura
para outras especies. Nas espécies sensiveis ao aluminio, as paredes
celulares estdo constantemente associadas ao mecanismo de toxidez,
desempenhando papéis importantes, como a percepcido e a expressao da
toxidez pelo elemento (YANG et al, 2011), sendo seus principais
componentes, pectinas e hemiceluloses, responsaveis pela associacdo com
o aluminio. Grupos carboxilicos livres das substancias pécticas (CHANG et
al., 1999; WEHR et al., 2003, 2010) e de hemiceluloses (YANG et al., 2011)
sdo apontados como sitios de ligagdo com o aluminio. Yang et al. (2008)
confirmaram que paredes celulares com menores teores de polissacarideos
tem menor quantidade de grupos carboxilicos livres e estariam associadas
ao mecanismo de exclusao do Al, uma vez que nao permitem e/ou dificultam
a interacao celular com o elemento téxico, ndo sendo esse incorporado as
células. Dessa forma, ndo ¢é de surpreender que, nas espécies
acumuladoras, as paredes pecto-celulésicas sejam os principais sitios de
acumulo de aluminio.

Nao houve reacdo positiva para as substancias ergasticas (FIG. 4A,
F-H), para a cuticula (FIG. 4A e D), para os tricomas (FIG. 4C e D) e para as
paredes celulares lignificadas, tais como, fibras do floema e do xilema (FIG.

4F), elementos de vaso (FIG. 4C) e células do esclerénquima (FIG. 4F). O
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mesmo padrao negativo para o acumulo de Al em células lignificadas e para
a cuticula também foi observado por Britez et al. (2002), em Faramea
marginata. Contrariamente, em relagdo aos elementos de vaso, Cuenca et
al. (1991), utilizando metodologia de deteccdo de aluminio via microanalise
por raio-X, relataram acumulo de aluminio nessas células. Entretanto, essa
conclusdo pode estar equivocada, uma vez que o xilema €& um tecido
composto por diferentes tipos celulares e o aluminio pode estar acumulado
em outros tipos celulares do mesmo tecido, como as células
parenquimaticas.

Embora os cloroplastos ndo sejam comumente associados ao
acumulo de substancias, essas organelas também foram identificadas como
sitios de acumulo de aluminio (FIG. 5A-E), exceto em S. nitens (FIG. 5F-G).
Esse registro é inédito para P. rigida (FIG. 5A-B), S. convallariodora (FIG.
5C-D) e M. albicans (FIG. 5E). Haridasan et al. (1986) estudaram os sitios
de acumulo de aluminio em P. rigida e em M. albicans, mas nao relataram a
presenca desse elemento nos cloroplastos.

Cabe ressaltar que o aluminio foi detectado em cloroplastos de folhas
maduras sem indicios de pré-senescéncia ou senescéncia. Contudo, o relato
pioneiro do acumulo de aluminio nos cloroplastos, em Richeria grandis
(CUENCA et al., 1991), destaca que este elemento sé era acumulado nas
organelas de folhas pré-senescentes. Dessa forma, percebe-se com o0s
dados do presente trabalho, que o aluminio ndo € carreado para os
cloroplastos apenas como resultado do processo de senescéncia das folhas,
como sugerido por Cuenca et al. (1991).

Para Q. grandiflora, o acumulo de aluminio nos cloroplastos,
evidenciado pela hematoxilina e relatado por Andrade et al. (2011), foi
confirmado por meio da utilizacdo de outros quatro reagentes (TAB. 7).

A deteccdo de cloroplastos como sitios de acumulo de aluminio em
folhas fotossinteticamente ativas, indica a necessidade de estudos
posteriores para elucidagao das possiveis interferéncias desse elemento na

ultraestrutura dos cloroplastos e no processo fotossintético com um todo.
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3.3. Eficiéencia de reagentes e comparagcao de técnicas de
processamento

Em S. convallariodora, P. rigida e M. albicans, 11 sitios de acumulo de
aluminio foram detectados (TAB. 2-5), havendo variagdo quanto a presenca
e a intensidade da reacdo de acordo com o reagente e a técnica adotados.
Para S. nitens e Q. grandiflora, foram identificados nove sitios de acumulo
(TAB. 6 e 7). Em S. nitens, ndo houve reagao positiva nos cloroplastos (TAB.
6), e em Q. grandiflora, a menor quantidade de sitios detectados foi
decorréncia da auséncia de parénquima lacunoso (TAB. 7), ja que as folhas
desta espécie sao constituidas apenas por parénquima pali¢adico (FIG. 3H).

Nao ha relagao entre a intensidade de reagao e o teor de aluminio nas
folhas, visto que em Q. grandiflora, espécie acumuladora com menor teor de
aluminio (FIG. 2), foram notadas reacbes positivas fortes nos sitios de
acumulo (TAB. 7), assim como em S. convallariodora (TAB. 3), espécie com
maior teor de aluminio (FIG. 2). A maior intensidade de reagao, nesse caso,
certamente esta ligada a maior alocagéo do elemento no sitio e ndo ao teor
de aluminio nas folhas, que variou consideravelmente de espécie para
espécie (FIG. 2).

Em S. convallariodora, todos os sitios de acumulo de aluminio sdo
identificados independentemente da técnica de processamento utilizada
(TAB. 2-3), ou seja, a inclusdo das amostras foliares em historesina permite
a obtencdo dos mesmos resultados obtidos quando da nao inclusdao das
amostras (FIG. 6A-J) em relacdo ao numero de sitios, variando somente
quanto a intensidade de reagdo para um unico sitio (parénquima do floema),
quando da utilizagdo de trés reagentes, azurine, chrome azurol S e
hematoxilina (TAB. 3). Para o reagente pirocatecol violeta, os resultados
obtidos foram idénticos nas duas técnicas de processamento testadas, tanto
em relacdo ao numero de sitios identificados, quanto em relacdo a
intensidade de reacdo em cada um dos sitios (TAB. 2). No material sem
inclusdo, todos os sitios coraram-se intensamente com todos os reagentes
utilizados. Ja no material incluido e no reagente aluminon, seis sitios

(paredes celulares dos parénquimas fundamental, do xilema e do floema,
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elementos de tubo crivado, células companheiras e colénquima) foram
marcados com menor intensidade.

Em P. rigida, a inclusdo do material em historesina reduziu
acentuadamente, de 11 para cinco, o numero de sitios identificados pelo
aluminon (TAB. 2 e 4), principalmente para o floema (FIG. 7A-B). Nos
demais reagentes, a técnica de processamento ndo influenciou a
identificacdo do numero de sitios de acumulo de aluminio. No material ndao
incluido, somente o aluminon foi capaz de evidenciar o mesmo numero de
sitios (11) de acumulo de aluminio evidenciados em S. convallariodora (TAB.
2). A utilizagdo do aluminon, independente da espécie avaliada, apresenta
uma grande desvantagem, uma vez que € 0O Unico reagente, dentre os
utilizados, cuja reagdo com aluminio apresenta a mesma cor do reagente em
solugdo (vermelho). Esse fato acarreta dificuldades na interpretacédo dos
resultados obtidos, face a duvida em se distinguir entre o que poderia ser a
impregnacgao do reagente e a reagao propriamente dita do aluminon com o
aluminio acumulado. A simples lavagem do material em agua destilada,
conforme o protocolo utilizado, pode nado ser suficiente para execucido da
diferenciacdo da reagdo. Outro fator negativo em relacdo a utilizagdo do
aluminon é a complexidade da metodologia, uma vez que exige
aquecimento, filtragem da solucéo e reagao em estufa.

Para M. albicans (TAB. 2 e 5), quando foram utilizados os reagentes
azurine, chrome azurol S e pirocatecol violeta, o numero de sitios de
acumulo, no material sem inclusao, foi reduzido para cinco, em contraste
com a identificagcao de 11 sitios no material incluido, sendo a reacao intensa
em nove desses sitios. Para reagdo com hematoxilina, independentemente
da técnica de processamento utilizada (FIG. 7C-D), foram identificados 11
sitios de acumulos, sendo a reacéo intensa em nove sitios.

Em S. nitens, todos os reagentes, a excegdao do aluminon, que
apresenta dificuldades de interpretacédo, conforme ja analisado, atuaram de
maneira eficiente apenas no material incluido (TAB. 6), identificando nove
sitios de acumulo. Apenas um sitio (parede celular da epiderme), mediante
utilizagcdo de azurine (FIG. 8A-B), chrome azurol S e hematoxilina, ou dois
sitios (parede celular da epiderme e do colénquima), mediante utilizagao de
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pirocatecol violeta, puderam ser identificados no material n&o incluido (TAB.
2).

Em Q. grandiflora (TAB. 2 e 7), foram identificados de oito a nove
sitios de acumulo e n&o foram notadas diferencas entre o material incluido e
nao incluido em historesina. Entretanto, utilizando o azurine, somente trés
sitios foram detectados no material sem inclusdo, dos nove identificados no
material incluido, assim como notado para o floema (FIG. 8C-D). Esses
resultados nos levam a crer que a utilizagcdo do azurine é eficaz apenas
quando da inclusdo das amostras, que permite a obtencdo de secgdes mais
delgadas e a exposigéo dos sitios de acumulo de aluminio, sendo, portanto,
a técnica mais recomendada para Q. grandiflora. Também para M. albicans
e S. nitens a detecgdo de aluminio utilizando o reagente azurine foi mais
eficiente em amostras foliares incluidas em historesina (TAB. 2). Tal
resultado pode testemunhar contra a utilizacido do azurine, tendo em vista a
necessidade de inclusdo, técnica mais laboriosa, e o elevado custo do
reagente.

Ainda para Q. grandiflora, o pirocatecol violeta ndo foi capaz de
identificar o aluminio acumulado nos cloroplastos, conforme pode ser
confirmado quando da utilizagao dos demais reagentes (TAB. 7). Apenas no
material sem inclusdo, o chrome azurol S e o azurine ndo detectaram o
aluminio no parénquima do xilema (TAB. 7).

A comparagdo de reagentes para a detecgdo de aluminio tem sido
pouco estudada e Andrade et al. (2011) observaram variagbes importantes
nos resultados obtidos em trabalhos com a mesma espécie mas com a
utilizacao de diferentes reagentes. Segundo esses autores, as discrepancias
observadas poderiam ser em funcdo de diferencas na permeabilidade de
membranas a determinado reagente. Entretanto, diversos outros fatores
podem estar associados a essas variagdes, como a afinidade do reagente
pelo aluminio, a forma como o aluminio esta ligado a célula, a presencga de
estruturas, como paredes celulares espessas, que possam dificultar a
infiltracdo de determinado reagente, sendo de fundamental importancia a
realizacdo de trabalhos que possam identificar e avaliar cada um desses
fatores.
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Com base nos resultados obtidos e considerando todas as espécies
avaliadas €& possivel observar que nenhum reagente fornece reagdes
intensas em todos os sitios de acumulo. Nota-se, ainda, que a técnica de
processamento a ser utilizada depende da espécie estudada, uma vez que,
para S. convallariodora, P. rigida e Q. grandiflora, a ndo inclusdo das
amostras demonstrou ser mais eficaz para identificagdo de sitios, enquanto
para M. albicans e S. nitens, a inclusdo do material foi mais eficiente para
atingir o objetivo de histolocalizar o aluminio acumulado. Para materiais que
necessitam de inclusdo, ndo houve diferengas na eficiéncia dos reagentes,
excluindo-se o aluminon, em fungdo das dificuldades de interpretacdo dos
resultados.

De um modo geral, poderiamos indicar a utilizacdo dos reagentes
hematoxilina e chrome azurol S, em materiais ndo incluidos, dada a
facilidade no preparo, obtengdo e estoque das respectivas solucbes em
laboratério, aliado aos bons resultados obtidos para histolocalizagao de
aluminio, e todos os reagentes, a exceg¢ao do aluminon (por possuir a
mesma cor que a reagao para aluminio), nos materiais onde a incluséo néo

seja prejudicial.
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3.4. Histolocalizagao de compostos fendlicos e possivel complexagao
com o aluminio acumulado

Das cinco espécies acumuladoras de aluminio foco deste trabalho,
quatro apresentaram reacao positiva em seus tecidos foliares para compostos
fendlicos: M. albicans, Q. grandiflora, S. convallariodora e S. nitens (FIG. 9A-
H). Apenas P. rigida demonstrou ndo acumular compostos fendlicos em suas
folhas, como ratificado por Morel et al. (2011), quando comprovaram que 0O
composto secundario com maior abundancia nas folhas dessa espécie é a
loganina, um monoterpendide.

Em M. albicans, os compostos fendlicos, que por meio do teste
histoquimico utilizado podem apresentar coloracdo de negro a verde escuro,
foram identificados nos conteudos das células epidérmicas (FIG. 9A-B), do
colénquima, do parénquima fundamental e do floema (FIG. 9A-B). Para Q.
grandiflora, os compostos fendlicos foram identificados nos mesmos tecidos,
mas nas ceélulas epidérmicas estavam presentes apenas na nervura mediana
(FIG. 9C). Em S. convallariodora, notoria concentragdo de compostos fendlicos
foi evidenciada nas células do parénquima paligadico, € em menor intensidade
no parénquima lacunoso, colénquima e floema (FIG. 9E-F). Os compostos
fendlicos, em S. nitens, foram identificados como parte do conteudo das células
dos parénquimas clorofiliano (palicadico e lacunoso) e fundamental, do floema
e do colénquima. Para o conteudo das células epidérmicas, apesar de
intensamente marcado pelo sulfato ferroso, o controle do teste ndo permite a
comprovacao da existéncia de compostos fendlicos, uma vez que o extrator
nao foi capaz de excluir as substancias presentes (FIG. 9G-H).

Para M. albicans, os resultados obtidos, tanto no controle do teste,
utilizando metanol como extrator, como nas sec¢des transversais sem qualquer
coloracao (branco), permitem inferir que os compostos acumulados no
parénquima palicadico ndo sao de natureza fendlica (FIG. 9B). No entanto,
existem relatos da ocorréncia de compostos fendlicos nas folhas dessa espécie
(RIBEIRO et al. 1999, BEDETTI et al. 2011, PIERONI et al. 2011). Em especial
no trabalho de Bedetti et al. (2011), foram evidenciados compostos fendlicos no
parénquima clorofiliano, por meio da utilizagdo de cloreto férrico como teste
histoquimico, porém esses autores nao utilizaram nenhum tratamento controle.

Ribeiro et al. (1999) e Pieroni et al. (2011) confirmaram, por meio de extragbes
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e analises quimicas, altos teores de compostos fendlicos presentes nas folhas
de M. albicans, identificando-os como taninos, quercetina, rutina, acidos
ursolicos, dentre outros. Assim, apesar de existirem compostos fendlicos
acumulados nas folhas de M. albicans, esses nao foram histolocalizados de
maneira inequivoca nas ceélulas do parénquima paligadico.

As reacbes para histolocalizagdo do aluminio feitas nas amostras
submetidas ao extrator de compostos fendlicos (controle da reagdo) permitiram
a obtencdo do mesmo padrao obtido quando dos testes em material fixado em
FAAsy, ou seja, ndo foram notadas alteragdes na identificagcdo dos sitios de
acumulo de aluminio (FIG. 10A-F). Percebe-se, portanto, que nas espécies em
que foram identificados compostos fendlicos em seus tecidos foliares, os sitios
de acumulo desses nao coincidem com os identificados para o aluminio, de
forma que os compostos fendlicos localizam-se nos conteudos celulares de
varios tecidos, enquanto o aluminio predomina acumulado nas paredes
celulares e nos cloroplastos (FIG. 4, 9 e 10). Assim, a hipétese de complexagéo
do aluminio com compostos fendlicos para as espécies estudadas nao nos

parece plausivel.
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4. CONCLUSOES

- Cinco espécies, das nove selecionadas, sao classificadas como
acumuladoras de aluminio: Miconia albicans (Sw.) Steud. (Melastomataceae),
Palicourea rigida Kunth (Rubiaceae), Qualea grandiflora Mart. (Vochysiaceae),
Salvertia convallariodora A. St.-Hill. (Vochysiaceae) e Symplocos nitens (Pohl)
Benth. (Symplocaceae).

- As paredes pecto-celulésicas dos diversos tecidos e os cloroplastos
sao os principais sitios de acumulo de aluminio.

- A intensidade de reacao e a eficiéncia na identificacdo dos sitios de
acumulo de aluminio variam conforme a espécie, o reagente e a técnica de
processamento das amostras.

- Nao existe relagao direta entre a quantidade de aluminio acumulado e
a intensidade de reacao.

- A hematoxilina, o chrome azurol S e o pirocatecol violeta sdo os
reagentes mais eficazes para amostras incluidas em historesina, enquanto a
hematoxilina foi o mais eficaz para material ndo incluido, fornecendo resultados
mais homogéneos, sendo, portanto, mais indicados para a histolocalizagdo do
aluminio.

- A técnica de inclusdo em historesina pode tornar a histolocalizacdo do
aluminio mais eficiente, em comparacdo com o material ndo incluido, ou, até
mesmo, ser essencial para deteccdo dos sitios de acumulo, em algumas
especies.

- Quatro, das cinco espécies acumuladoras de aluminio, apresentam
compostos fendlicos em seus tecidos foliares em sitios diferentes daqueles
préprios do aluminio, indicando que nao ocorre complexagao do aluminio com

compostos fendlicos.
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B o / 4 : i, T :
FIGURA 1. Aspecto geral da area de coleta e identificagdo em campo de
plantas acumuladoras de aluminio. A. Floresta Nacional de Paraopeba/MG. B-
E. Teste com chrome azurol S B. Caule de Salvertia convallariodora. Asterisco
preto indica coloragdo natural do caule e asterisco branco indica coloragao
positiva para aluminio. C-E. Peciolos de Miconia albicans (C), Symplocos
nitens (D) e Magonia pubescens (E): reagao positiva para aluminioem C e D; e
reagao negativa em E.
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FIGURA 2. Teor de aluminio (mg.kg™') nas folhas das espécies vegetais
estudadas no Cerrado de Paraopeba/MG. Linha vermelha indica o teor minimo
de aluminio para que dada espécie vegetal seja classificada como
acumuladora.
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FIGURA 3. Deteccdo de aluminio em folhas de espécies de Cerrado (secg¢des
transversais). A-B; E-F. Amostras nao incluidas. C-D;G-H. Amostras incluidas
em historesina. A-B. Pera glabrata: reagao negativa com hematoxilina em B. C-
D. Terminalia argentea: reagao negativa com azurine em D. E-F. Miconia
albicans: reagao positiva com hematoxilina (F). G-H. Qualea grandiflora: reagao
positiva com azurine (H).
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FIGURA 4. Histolocalizagdo de aluminio em folhas de espécies acumuladoras
desse elemento (secg¢des transversais). A. Symplocos nitens: parede das
células epidérmicas. B. Palicourea rigida: parede do colénquima e da
epiderme. C. Miconia albicans: parede do floema e do xilema. D. Miconia
albicans: parénquima lacunoso. E-G. Salvertia convallariodora: parénquima
palicadico (E) e parénquima fundamental (F-G). H. Qualea grandiflora: regiao
abaxial da nervura mediana. A-D. Pirocatecol violeta. E-F. Chrome azurol S. G.
Azurine. H. Hematoxilina. Abreviaturas: Cl (cloroplasto); Ct (cuticula); Co
(colénquima); Dr (drusa); Ep (epiderme); Ev (elemento de vaso); Tr (tricoma);
Pl (parénquima lacunoso); Ga (gréo de amido); Mu (mucilagem); Es
(esclerénquima); Fb (fibra). Setas pretas e brancas indicam reacao positiva e
negativa para aluminio, respectivamente.
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FIGURA 5. Detecgdo de aluminio em cloroplastos de espécies de Cerrado. A-
B. Palicourea rigida: parénquima paligadico (A) e lacunoso (B). C-D. Salvertia
convallariodora: parénquima paligadico (C) e lacunoso (D). E. Miconia albicans:
parénquima lacunoso. F-G. Symplocos nitens: parénquima palicadico (F) e
lacunoso (G). A-B. Aluminon. C-D. Azurine. E-G. Hematoxilina. Setas pretas e
brancas indicam reag&o positiva e negativa para aluminio, respectivamente.

24



Pirocatecol

®
=
S
o
2
®
£
o
I
[77)
©
L
=
N
©
o
£
o
e
<
O

Aluminon

- o

A= >
g . —— - 9;. - l‘m.’
. i TRe W
S w %B‘WMW _

N ey |

o

T Js

m P
=) o .

oesnjoul wes

FIGURA 6. Deteccao de aluminio em Salvertia convallariodora, mediante

utilizacao de diferentes reagentes e técnicas de processamento das amostras
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Sem incluséo Com mclusao

FIGURA 7. Utilizacdo de reagentes na detecgdo de aluminio mediante
emprego de diferentes técnicas de processamento das amostras foliares
(seccdes transversais). A-B. Reagcdo com aluminon na regido do feixe vascular
de Palicourea rigida. A. Reagao positiva para o floema. B. Reagédo negativa
para o floema. C-D. Reacdo com hematoxilina na lamina foliar de Miconia
albicans.
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Sem inclusao Com inclusao

FIGURA 8. Utilizagdo do reagente azurine na detec¢ao de aluminio, mediante
emprego de diferentes técnicas de processamento das amostras foliares
(secgbes transversais). A-B. Symplocos nitens: nervura mediana, com detalhe
para células do colénquima. C-D. Qualea grandiflora: nervura mediana, com
detalhe para porgao do floema incluso. Estrela indica epiderme. Setas pretas e
brancas indicam reacgao positiva e negativa para aluminio, respectivamente.
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FIGURA 9. Deteccdo de compostos fendlicos nas folhas de espécies de
Cerrado (secgbes transversais). A-B. Miconia albicans. C-D. Qualea
grandiflora. E-F. Salvertia convallariodora. G-H. Symplocos nitens. Setas
vermelhas incidam os compostos fendlicos.
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FIGURA 10. Deteccao de aluminio em folhas de espécies acumuladoras apés
extragdo de compostos fendlicos com metanol (secgdes transversais). A-B.
Qualea grandiflora, apos reacédo com aluminon. A. Regido da nervura mediana.
B. Detalhe da regido abaxial da nervura mediana, evidenciando colénquima. C-
D. Salvertia convallariodora, apos reacao com hematoxilina. C. Regido da
nervura mediana. D. Lamina foliar. E. Lamina foliar de Miconia albicans, apos
reagcao com azurine. F. Lamina foliar de Palicourea rigida, apés reagao com
pirocatecol violeta. Abreviaturas: Cl (cloroplasto); Ct (cuticula); Co
(colénquima); Ep (epiderme); Ev (elemento de vaso); Tr (tricoma); Pf
(parénquima fundamental); Pl (parénquima lacunoso); Pp (parénquima
paligadico); Mu (mucilagem); Fb (fibra). Setas pretas e brancas indicam reagao
positiva e negativa para aluminio, respectivamente.
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TABELA 2. Eficiéncia de reagentes e de técnicas de processamento na identificagao de sitios de acumulo de aluminio em folhas de
espéecies de Cerrado.

Numero de sitios identificados por espécie e intensidade da rea(J:'Zao1

Reagente Técnica con‘\S/ZZ;iII:ZZora Palicourea rigida Miconia albicans Symplocos nitens Qualea grandifiora
+ ++ Total + ++ Total + ++ Total + ++ Total + ++ Total
Com inclusao 6 5 11 5 0 5 0 11 11 8 1 9 0 9 9
Aluminon

Sem Inclusao 0 11 11 9 2 11 2 9 11 0 9 9 0 9 9
Com inclusao 1 10 11 8 2 10 2 9 11 5 4 9 0 9 9

Azurine
Sem Inclusao 0 11 11 6 4 10 4 1 5 0 1 1 3 0 3
Com inclusao 1 10 11 7 2 9 2 9 11 5 4 9 8 0 8

Chrome
azurol S gominclusdo | 0 M1 11| 5 4 9 4 1 5 0 1 1 3 5 8
Com inclusao 1 10 11 8 2 10 2 9 11 5 4 9 0 9 9

Hematoxilina

Sem Inclusao 0 11 11 5 5 10 2 9 11 0 1 1 0 9 9
Pirocatecol Com inclusao 0 11 1 10 0 10 2 9 1" 5 4 9 7 1 8
violeta SemInclusdo | 0 11 11 7 3 10 2 3 5 1 1 2 5 3 8

Tos Reagéo positiva forte
+ Reacgéo positiva fraca



TABELA 3. Histolocalizagdo de aluminio em amostras foliares de Salvertia convallariodora A. St.-Hill. (Vochysiaceae).

Reagente1
Espécie Tecido Estrutura/Tipo celular Aluminon Azurine Chrome azurol S Hematoxilina Pirocatecol violeta
Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
inclusdo inclusdo inclusdo inclusdo inclusdo inclusdo inclusdo inclusdo inclusdo inclusido
. Parede celular ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
'I— Epiderme Cuticula - - - - - - - - - -
1 Tricomas aus aus aus aus aus aus aus aus aus aus
5 Parénquima Parede celular ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
paligadico Cloroplastos ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
< Parénquima Parede celular ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
(E lacunoso Cloroplastos ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
o Elemento de tubo c. + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
o Fibras - - - - - - - - - -
= Floema - -

E Cél. Companheira + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
= Parénquima + ++ + ++ + ++ + ++ ++ ++
(g Elemento de vaso - - - - - - - - - -
% Xilema Fibras - - - - - - - - - -
(&) Parénquima + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
© Esclerénquima  Parede celular - - - - - - - - - -

N —
T Colénquima Parede celular + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
> Parenql"ma Parede celular + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
= fundamental
% Substancias Cristais - - - - - - - - - -
ergasticas Mucilagem - - - - - - - - - -

-—
+ +
+

aus

Reacgao positiva forte
Reacgao positiva fraca
Reacgéo negativa
Estrutura ausente
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TABELA 4. Histolocalizagdo de aluminio em amostras foliares de Palicourea rigida Kunth (Rubiaceae).

Reagente1
Espécie Tecido Estrutura/Tipo celular Aluminon Azurine Chrome azurol S Hematoxilina Pirocatecol violeta
Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
inclusdao inclusao inclusdao inclusdo inclusdo inclusao inclusdo inclusdao inclusdao inclusido
Parede celular * + + ++ + + + + + ++
Epiderme Cuticula - - - - - - - - - -
Tricomas - - - - - - - - - _
. Parénquima Parede celular + + + + + + + + + +
_,-E paligadico Cloroplastos + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++
C
S Parénquima Parede celular + + + + + + + + + +
! lacunoso Cloroplastos + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++
®© Elemento de tubo c. - + + + + ++ + ++ + +
-\: Fibras - - - - - - - - - -
(®)) Floema - -
= Cél. Companheira - + + + + ++ + ++ + +
o Parénquima - + + + + + + + + +
) Elemen \ - - - - - - - - - -
o emento de vaso
8 Xilema Fibras - - - - - - - - - -
QO Parénquima - + - - - - - - - -
o —
(\U Esclerénquima  Parede celular - - - - - - - - - -
Q. Colénquima Parede celular - + + ++ + + + + + +
Parénquima
q Parede celular - + + + - - + + + +
fundamental
Substancias Cristais - - - - - . . . _ _
ergasticas Amido - - - - - - - - - -

1 ++ Reagao positiva forte
+ Reacéo positiva fraca
- Reagéo negativa



TABELA 5. Histolocalizagdo de aluminio em amostras foliares de Miconia albicans (Sw.) Steud. (Melastomataceae).

Reagente1
Espécie Tecido Estrutura/Tipo celular Aluminon Azurine Chrome azurol S Hematoxilina Pirocatecol violeta
Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
inclusdo inclusdo inclusdo inclusdo inclusdao inclusdo inclusdo inclusdo inclusdo inclusdo
Parede celular + ++ ++ + ++ + ++ ++ ++ o+
Epiderme Cuticula - - - - - - - - - -
© Tricomas - - - - - - - - - -
G:J Parénquima Parede celular + ++ ++ + ++ + ++ ++ ++ ++
-+— pali¢adico Cloroplastos + + + + + + + + + +
a ; + + + + + + + + + +
Parénquima Parede celular
;' lacunoso Cloroplastos + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
()] Elemento de tubo c. + ++ ++ - ++ - ++ ++ ++ -
N .
Fibras - - - - - - - - - -
%) Floema . -
c Cél. Companheira + ++ ++ - ++ - ++ ++ ++ -
8 Parénquima + ++ ++ - ++ - ++ ++ ++ -
'_5 Elemento de vaso - - - - - - - . . -
— . .
o Xilema Fibras - - - - - - - - - -
4y} Parénquima + ++ ++ - ++ - ++ ++ ++ -
N —
< Esclerénquima Parede celular - - - - - - - - - -
8 Colénquima Parede celular + ++ ++ - ++ - ++ ++ ++ -
~ ~ -
E Parénquima Parede celular + ++ ++ - ++ - ++ ++ ++ -
fundamental
Substancias Cristais - - - - - i . . i _
ergasticas Amido - - - - - - - - - -

1 ++
+

Reacéo positiva forte
Reacéo positiva fraca
Reacgéo negativa



TABELA 6. Histolocalizagdo de aluminio em amostras foliares de Symplocos nitens (Pohl) Benth. (Symplocaceae).

Reagente1
Espécie Tecido Estrutura/Tipo celular Aluminon Azurine Chrome azurol S Hematoxilina Pirocatecol violeta
Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
inclusdo inclusdo inclusdo inclusdo inclusdao inclusdo inclusdo inclusdo inclusdo inclusdo

Parede celular ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
. Epiderme Cuticula - - - - - - - - - -

_,'E Tricomas aus aus aus aus aus Aus aus aus aus aus
GC) Parénquima Parede celular + ++ ++ - ++ - ++ - ++ -
(a8 paligadico Cloroplastos : - - - - - - - - -
- Parénquima Parede celular + ++ ++ - ++ - ++ - ++ -
'S lacunoso Cloroplastos - - - - - - - - - }
al Elemento de tubo c. + ++ + - + - + - + -
~ Fibras - - - - - - - - - -

172) Floema

c Cél. Companheira + ++ + - + - + - + -
_..q;), Parénquima + ++ + - + - + - + -
E Elemento de vaso - - - - - - - - - -
%) Xilema Fibras - - - - - - - - - -
8 Parénquima + ++ + - + - + - + -
Q Esclerénquima Parede celular - - - - - - - - - -
% Colénquima Parede celular + ++ ++ - ++ - ++ - ++ +
% ::, ir::gl;m; Parede celular + ++ + - + - + - + -
Substancias ~Cristais - - - - - - - - - -
ergasticas Amido - R . _ j j j i ] i

1 ++ Reagao positiva forte

+ Reacéo positiva fraca
- Reagéo negativa
aus Estrutura ausente
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TABELA 7. Histolocalizagcdo de aluminio em amostras foliares de Qualea grandiflora Mart. (Vochysiaceae).

Reagente1
Espécie Tecido Estrutura/Tipo celular Aluminon Azurine Chrome azurol S Hematoxilina Pirocatecol violeta
Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
inclusdo inclusdao inclusdo inclusdo inclusdo inclusdo inclusdo inclusdo inclusdo inclusido
Parede celular ++ ++ ++ + + + ++ ++ + +
Epiderme Cuticula - - - - - - - - - -
Tricomas - - - - - - - - - -
_:' Parénquima Parede celular ++ ++ ++ + + ++ ++ ++ + ++
licadi
© paligadico Cloroplastos ++ ++ ++ + - + ++ ++ - -
E Parénquima Parede celular aus aus aus aus aus aus aus aus aus aus
O lacunoso Cloroplastos aus aus aus aus aus aus aus aus aus aus
B Elemento de tubo c. ++ ++ ++ - + ++ ++ ++ + +
— N
o~ Fibras - - - - - - - - - .
ko) Floema - -
< Cél. Companheira ++ ++ ++ - + ++ ++ ++ + +
® Parénquima ++ ++ ++ - + -+ + + ¥ ++
o
(®)) Elemento de vaso - - - - - - - - - .
@© Xilema Fibras - - - - - - - - - -
i') Parénquima ++ ++ ++ - + - ++ ++ + +
S Esclerénquima Parede celular - - - - - - - - - -
Q Colénquima Parede celular ++ ++ ++ - + ++ ++ ++ ++ ++
Parénquima Parede celular ++ ++ ++ - + + ++ ++ + +
fundamental
Substancias Cristais - - - - - - . _ j _
ergasticas Mucilagem - - - - - - - - - -

1 ++ Reagao positiva forte
+ Reacéo positiva fraca
- Reagéo negativa
aus Tecido ausente
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